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RESUMO - Plantas de fumo (Nico fiaria tabacum L.) tiveram suas folhas inoculadas com o patógeno 
incompatível Fseudo,nonas syringae pv. pia pelo método de infiltração da suspensão bacteriana. 
Vinte e quatro horas após a inoculação, o tecido inoculado sofreu extração pelo método de difusão 
facilitada. O extrato, revelou conter atividade antimicrobiana. Embora com menor intensidade, extra-
tos obtidos de folhas intactas, de folhas infiltradas com água ou de tecido sem sintomas adjacente,e 
áreas do limbo foliar exibindo reação de hipersensibilidade apresentaram alguma atividade antimicro-
biana contra certos microrganismos testes. 

Termos para indexação: Nkotlana tabacum, Eseudomonas syringae, suspensão bacteriana 

PRE AND PQST.INFECTIONAL ANTIMICROBIALSUBSTANCES IN TOBACCO LEAVES 

ABSTRACT - Tobacco. (Nico tiana tabacum L.) plants were inoculated with the incompatible pathogen 
Pseudomonas syrinyse pv. pisi by the leaf infiltration rnethod and the inoculated leaf tissue extracted 
24 h after inoculation by using the facilitated diffusion technique. This extract showod to contam 
antimicrobial activity in bioisays against test organisms. In less extent, extracts obtained from intact 
Ieaves,water lnfiltrated Ieaves and symptomless tissue adjacent to tissue showing hipersensitive responso 
also presented antimicrobial activity agatnst some test microrganisms. 

Index termi: Nicotiana tabacum, Pseudomonas syringae, bacteria suspension 

INTRODUÇÃO 

As plantas possuem mecanismos de defesa con-
tra a infecção por microrganismos. Esses mecanis-
mos podem ser didaticamente agrupados em pré-
infeccionais e pós-infeccionais (Horsfall & Cowling 
1979a, Tarr 1972, Strobel & Mathre 1970). Subs-
tâncias tóxicas ao patógeno existentes em plantas 
constituem importantes mecanismos de defesa, 
sendo que essas substâncias podem ser tanto de 
natureza pré-infeccional, como compostos fená-
licos (Walker & Link 1935, Tarr 1972) e quinonas 
(Goodman et al. 1967), quanto de natureza pós-in-
feccional, como fitoalexinas (Bailey & Mansfield 

1982, Kud 1972, Cruickshank 1963) e lectinas 
(Callow 1974, Romeiro 1980). 

Neste trabalho, procurou-se detectar substn-
cia com propriedades antimicrobianas em folhas 
de fumo, antes e após a inoculação com o fitopató-
geno incompatCvel Pseudomonas syringaepv.  pisi. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizadas plantas de fumo (Nico fiaria tabacum) 
cv. Turkish cultivadas em casa de vegetação. Os microrga-
nismos são advindos da coleção de culturas do Departa-
mento de Fitopatologia da Universidade Federal de Viço-
sa. Os fungos foram cultivados em meio de BDA (Tuite 
1969) e as bactérias, em meio de Kado 523 (Romeiro 
1976).. Células do patógeno incompatível P. syringae 
pv. ptsi foram suspendidas em água destilada e a con-
centração do inóculo ajustada ao espectrofotômetro 
para 0D550  - 1, o que equivale, aproximadamente, a 
109  Cel/mI. Folhas de fumo completamente desenvolvidas 
foram infiltradas com a suspensão bacteriana, por meio de 
seringa hipodérmica, de agulha fina (Kiraly et ai. 1970, 
Romeiro 1973). A injeção foi feita nos espaços intercelu-
lares da metade de cada uma das folhas. Procedimento se-
melhante foi adotado para o caso de folhas infiltradas 
com água. Após a infiltração, as plantas foram mantidas 
à temperatura ambiente de laboratório. Foram prepa-
rados quatro tipos de extratos: 1. tecido foliar intacto; 
2. tecido foliar infiltrado com água; 3. tecido foliar infil-
trado com suspensão de células do patógeno incompatí-
vel; 4. tecido foliar de metade da folha oposta & metade 
infiltrada com o patógeno incompatível. 

Vinte e quatro horas após as infiltrações, quando as 
folhas infiltradas como o patógeno incompatível exibiam 
sintomas de hipersensibilidade, procedeu-se à extração. 
Para tanto, foi utilizada a técnica idealizada por Keen 
(1978), denominada difusão facilitada, que consistiu em 
imergir porções de limbo foliar em etanol 40% em um 
frasco de Kitazato e aplicar um vácuo de 15 lb/po1 2 , 
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tantas vezes quantas fossem necessárias para o completo 
encharcamento dos tecidos. A seguir, os frascos foram 
submetidos a agitação moderada por doze horas e o tecido 
vegetal removido por filtração. O extrato etanólico foi en-
tio concentrado para 113 de seu volume num evaporador 
rotatório e, em seguida, fracionado com acetado de etila. 
A fração acetato de etila foi evaporada até seca8em com-
pleta num evaporador rotatório e ressuspendida no mes-
mo solvente, à base de 0,05 ml/g de tecido fresco. Os ex-
tratos assim preparados foram armazenados em pequenos 
frascos de tampa rosqueável, a 50C,  até o momento de sua 
utilizaçio. 

Detecção o quantificação de atividade antimicrobiana nos 
extratos 

A atividade dos extratos foi estimada pelo bíoen-
saio em placa (Gnanamanickam & Smith 1980, con-
tra os seguintes microrganismos: Thielaviopsis para-
doxa, P. syringae pv. pist P. syringae pv. tabaci, C. mkh!-
ganense pv. miclilganense, e expressa em termos de magni-
tude da área dos halos de inibição que se formaram. 
(I'ig. 1). 

Utilizaram-se placas-de-petri de 9 cm, que receberam 
uma camada inferior de 10 ml de meio de Icado 523 

FIG. 1. Inibição do crescimento de microrganismos-teste por extratos de folha de fumo inoculadas como patôgeno 
incompatMl P. syrft,gae pv. p1:! em bioensaios em placa. 
A a C micifiganense pv, rnichiganense. 8 • P. Syringae pv, pis!. C a T. paradoxa. D - P. syringae pv. 
tabaci 
(9 a  40 p1 de ecetato de atUa puro. 
('9 - 40 p1 de extrato de folha infiltrada com água. 
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(Romeiro 1976). Ap6s a solidificação, verteu-se uma so-
brecamada de 5 ml do mesmo meio (semi-sólido, conten-
do ágar a 0,75%) fundente, ao qual o microrganismo 
teste foi incorporado. Quando o microrganismo teste uti-
lizado foi T. paradoxa, preparou-se suspensão fúngica, 
adicionando-se 5 ml de água estéril em tubos de ensaio 
contendo a cultura do fungo. Desta suspensão retirou-se 
uma aliquota de 1 ml, que foi adicionada ao meio fun-
dente usado para preparo da sobrecamada. Para bioensaio 
com bactérias, procedeu-se ao semeio destas em meio 
líquido (meio de Kado, excluindo-se o ágar) e incubadas 
a 280C. Em seguida, uma alíquota de 1 ml da cultura com 
24 horas de idade foi adicionada aos 4 ml do meio fun-
dente, usados para preparo da sobrecamada. Discos de 
papel-filtro (6 mm de diâmetro) esterilizados foram embe-
bidos com os extratos testados (5 a 40 til). Após a evapora-
ção do solvente, foram dispostos na superfície da sobreca-
mada. Os diâmetros dos halos de inibição foram estimados 
24 horas (bactérias) e 48 horas (T. paradoxo) após incuba-
ção a 2 8°C, e os resultados expressos em termos de área 
(em dos halos de inibição. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

• Os resultados dos bioensaios em placa-de-petri 
com os quatro extratos de folha de fumo contra os 
diferentes microrganismos testes, acham-se na 
Tabela 1- 

O extrato IV (folhas de fumo inoculadas com o 
patógeno incompatível P. syringae pv. pisi) apre- 
sentou a mais conspícua atividade microbiana, 
tendo sido capaz de inibir T. paradoxo, P. syringae 
pv. pisi e C. midiiganense pv. michiganense. Esses 
resultados encontram-se dentro do esperado, pois 
a inoculação de plantas com patógenos incompa- 
tíveis, mormente quando ocorre reação de hiper- 
sensibilidade, geralmente resulta na síntese e ac6- 
mulo de grandes quantidades de fitoalexinas 
(Bailey & Mansfield 1982, Kué 1972,Cruickshank 
1963, MulIer 1959)- 

Essas fitoalexinas, por serem substâncias antimi- 
crobianas de largo espectro (Bailey & Mansfield 
1982), teriam inibido o crescimento dos organis- 
mas testes. Somente um organismo teste, P. 
syringae pv. tabaci, foi insensível à atividade anti- 
microbiana presente no extrato IV. Esse fitopató- 
geno é o único, dentre os microrganismos testados, 
a estabelecer, quando inoculado, urna associação 
compatível com a planta de fumo. Resultados ex-
perimentais têm demonstrado que patógenos com-
patíveis são geralmente pouco sensíveis ou insen- 

TÂBELA 1, Atividade antlmicrobana nos extratos de fo-
lha de fumo contra diferentes microrganis-
mos testes. 

Atividade antimicrobiana 
nos extratos 

Microrganismo teste  
III 	IV" 

T.paradoxa 	 - 	- 	- 	1,9 
P. syringae pv. tabaci 	- 	- 	- 	- 
P. syrin9ae pv. pis! 	- 	- 	2,0 	5,3 
C. michiganense pv. 
michiganense 	 2,3 	2,8 	3,8 	4,9 

* Atividade expressa em área (cm 2 I do halo de inibição. 
Extratos:, folhas não infiltradas; II. meia folha oposta 
à metade infiltrada com o patógeno incompatível; 
III. folhas infiltradas com água destilada; lv, folhas 
infiltradas com suspensão de células do patógeno in-
compat(vel. 

síveis às fitoalexinas produzidas por suas respecti-
vas plantas hospedeiras (Bailey & Mansfield 1982). 
Assim, o fato de o patógeno compatível P. syrin-

gae pv. tabaci mostrar-se insensível à atividade mi-
crobiana presente no extrato IV confirma, de 
modo indireto, que esta atividade, possivelmente, 
deve-se a fitoalexinas que foram sintetizadas pela 
planta de fumo como resposta à inoculação com o 
patógeno incompatível. 

Raciocinando-se em termos de produção de 
fitoalexinas como resposta da planta à inoculação 
com um patógeno incompatível, não se esperaria 
atividade alguma nos extratos 1 (folhas intactas) e 
III (folhas infiltradas com água destilada). Contu-
do, o extrato 1 foi ativo contra G. michiganense pv. 
tnichiganense, e o extrato LII, contra C michiganense 
pv. michiganense e P. s-yringae pv. pisi. Uma pri-
meira hipótese a aventar seria a de que a planta de 
fumo não inoculada contem substâncias antimi-
crobianas de natureza pré-infeccional às quais 
somente C. michiganense pv. michiganense é 
sensível. É fato conhecido que plantas não inocu-
ladas podem conter substâncias antirnicrobianas 
(Horsfall & Cowling 1979b). Também Bailey et al, 
(1975), assim como Cruickshank etal. (1977), rela-
tam a existência de substâncias antimicrobianas em 
plantas sadias de fumo. Se esta hipótese explica a 
sensibilidade de C. mkhiganense pv. mkhiganense 
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aos extratos 1 e III, ela não explica a sensibilidade 

de P. syringat pv. pisi ao extrato III, mas não ao 

extrato 1. Assim, poder-se-ia postular, além da exis-
tência de substâncias antimicrobianas pré-infeccio-

nais, a produção pela planta de fitoalexinas em pe-

quena quantidade como resposta a eiciadores 
abióticos. Os dois microrganismos testes seriam, 

então, sensíveis a essa pequena quantidade de fi-
toalexinas, ao contrário dos demais. E fato cientifi-

camente comprovado (Baile>' & Mansfield 1982) 

que a produção de fitoalexinas por plantas pode 
ser ocasionada por eliciadores abióticos como ra-

diações UV, metais pesados, ferimentos, certas 
substâncias químicas. No caso do extrato III 

(folhas infiltradas com água), as picadas da agulha 

bem como a penetração da água nos tecidos sob 
pressão poderiam ocasionar um nível de injúria 

mecânica suficiente para ocasionar a produção pela 

planta de pequenas quantidades de fitoalexinas. 

Deverall & Vessey (1969) relatam que extratos de 
folhas de Vicia faba injuriadas por trituração reve-

laram-se fungitóxicos. 
O extrato 11 (meia folha adjacente à metade 

inoculada com o patógeno incompatível) só apre-

sentou atividade contra C. michiganense pv. mi-
chiganense, à semelhança d0 extrato I. Novamente 

poder-se-ia aventar a hipótese da existência de subs-
tâncias antimicrobianas de natureza pré-infeccional. 

Esse resultado confirma as citações (Bailey & 

Mansfield 1982) de que fitoalexinas são de produ-
ção localizada e restritas ao local de infecção, não 

se distribuindo aos tecidos adjacentes, nem mesmo 

de uma região d0 limbo foliar para outra. 
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