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RESUMO — A resisténcia de plantas ao ataque de microorganismos causadores de doengas rela-
ciona-se 4 presenca de barreiras fisicas e quimicas de defesa. Dentre as barreiras quimicas desta-
cam-se as fitoalexinas, substdncias fungitoxicas sintetizadas de novo pelas plantas principalmen-
te apos a invasio ou o contato de seus tecidos com microorganismos, Essas substincias englo-
bam vdrios grupos compostos naturais tais como terpenos, isoflavonodides e poliacetilenos e seu
aciimulo pode ser induzido por organismos vivos, seus produtos (eliciadores) ou ainda agentes
quimicos, como sais de metais pesados, ou ffsicos (wngelamento, luz U.U.).

Alguns aspectos abordados nesta revisio sdo: a ocorrencia de fitoalexinas em angiospermas, a
relagdo entre sua natureza quimica e o grupo taxonémico das plantas que as produzem, a sua
agio sobre organismos prd e eucaridticos.

Sao descritas também os fatores que interferem nas respostas das plantas aos agentes indutores e
as técnicas usuais para a indugdo e detecgdo de fitoalexinas.

O papel dos eliciadores na indugdo da sintese de fitoalexinas e o mecanismo pelo qual exercem
sua fun¢@o indutora sao discutidos.

Nesse contexto estd inclufda a teoria das oligossacarinas, fragmentos de parede celular que pare-
cem controlar nio s6 a resposta de defesa em plantas mas também outros fendmenos fisiolégi-
cos em plantas. .

Palavraschaves: fitoalexinas, defesas e eliciadores.

ABSTRACT: Chemical defense of plants: phytoalexins — This review describes the concept of
phytoalexins as a chemical defense of plants against microorganisms as well as a response of
plants to chemical or physical agents.

The current information on phytoalexins is presented, regarding the following aspects: occur-
rence i anglosperms; relation-ships between chemical composition and taxonomy; toxicity;
factors affecting plant response; techniques for induction and detection of phytoalexins; role
of elicitors and mechanisms of action. The latter includes the oligosaccharins-fragments of cell

wall polysaccharides which seem to control the defense response as well as other physiological
fenomena in plants.

Key-words: Phytoalexin, defense, elicitors.
Introducao

A selegdo e o melhoramento genético de plantas de interesse econdmico tém deter-
minado um acréscimo consider4vel na produtividade mas, por outro lado, tem ocasionado
o aumento na suscetibilidade destas plantas ao ataque de microorganismos causadores de
doengas (HARBORNE, 1982).

A resisténcia a patogenos, como observada em plantas superiores crescidas em seu
ambiente natural, relaciona-se A presenca de barreiras fisicas e quimicas que dificultam ou
impedem a invasio de tecidos vegetais pelos organismos. Esses dois tipos de defesa sdo
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considerados como constitutivos, caso ja estejam presentes antes da infecg@o ou induzi-
dos, quando resultam da interag@o hospedeiro-parasita (RODRIGUES Jr., 1980).

As barreiras fisicas constitutivas incluem a presenca de pelos e de ceras na superfi-
cie dos Orgios, a espessura e dureza da cuticula e da parede externa das células epidérmi-
cas, 0 tamanho e a forma dos estomatos e a presenga e distribuicio do esclerénquima
(ROYLE, 1976).

Esse tipo de resisténcia é discutivel pois acredita-se que as barreiras fisicas possam
retardar ou dificultar a penetracdo do patogeno, porém ndo impedi-la (HARBONE,
1982).

As caracteristicas estruturais podem operar na resisténcia ativamente, sendo induzi-
das pela propria agdo do patogeno em penetrar na planta. Desses processos, o mais exten-
sivamente estudado tem sido a lignifica¢do, porém a formagao de tiloses nas doengas que
enfolvem o sistema vascular e as outras altera¢des de parede por deposi¢do de celulose,
calose ou silica também tém merecido atencao por parte dos fitopatologistas (RODRI-
GUES Jr., 1980).

A presenga de compostos quimicos com propriedades antimicrobianas nos tecidos
de plantas superiores tem sido verificada em quase todas as plantas, em vdrios tecidos.
INGHAM (1973) propos a separag@o das defesas quimicas em 2 grupos distintos, o das
defesas pré-existentes e o das defesas induzidas. As defesas pré-existentes incluem:

— as proibitinas — compostos inibitorios pré-formados presentes nos tecidos vege-
tais em concentragtes suficientes para conferir certo grau de protec¢o contra microorga-
nismos. Dentro desse grupo sdo incluidos os compostos fendlicos (WALKER E STAH-
MAN, 1955) a saponina avenacina (TURNER, 1961) e as lectinas (URITANI et al., 1976,
GOODMAN et al., 1976);

— as inibitinas — compostos que embora constitutivos sofrem, nos tecidos infecta-
dos, aumento considerdvel. Aqui se incluem também compostos fendlicos (BATEMAN e
MILLAR, 1966) e proteinas inibidoras de enzimas (ALBERSHEIM & ANDERSON-
PROUTY, 1975).

As defesas induzidas incluem:

— as pos-inibitinas — metabolitos inibidores produzidos pelas plantas ndo so em
resposta a infecgdo, mas também a danos mecanicos e quimicos. Sua formagdo nio envol-
ve a ativagio de uma rota biossintética, ou seja, as enzimas e substratos envolvidos ja estdo
presentes porém em compartimentos diferentes; os substratos encontram-se sob a forma
de substéncias inativas, geralmente glicosfdeos, que por a¢do enzimdtica liberam a substan-
cia inibidora. Sdo incluidos nesta_categoria os glicosideos cianogénicos, as lactonas insa-
turadas e algumas saponinas (SCHONBECK & SCHLOSSER, 1976).

— as fitoalexinas — substincias sintetizadas de novo quando a planta entra em con-
tacto com um agente externo, geralmente um microorganismo parasita. Neste grupo en-
contram-se numerosos compostos de natureza quimica diversa, geralmente acompanhan-
do o quimismo natural da planta INGHAM & HARBORNE, 1976).

STOESSL (1986) agrupa as 'defesas quimicas em passivas e ativas. As primeiras en-
globam as proibitinas e as pds-inibitinas e as segundas as inibitinas e as fitoalexinas.

As respostas de defesa induzidas nas plantas devido 4 interagdo com patdgenos sdo
extremamente complexas e mais de um tipo de defesa pode operar simultaneamente. As
fitoalexinas, pelas caracteristicas peculiares de sua indugdo, parecem exercer papel funda-
mental em muitos casos de resisténcia, impedindo que organismos patogénicos se estabe-
legam.
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0 Conceito de Fitoalexinas

MULLER e BORGER (1940) estudando a resisténcia de Solanum tuberosum i
Phytophtora infestans, propuseram pela primeira vez o termo fitoalexina. Esses autores as
conceituaram como substincias quimicas inibidoras sintetizadas de novo velas células ve-
getais como resulizdo da interagdo hospedeiro-microorganismo, e que se acumulam rapi-
damente e em altas concentragbes no 1ocal da infecgdo.

Estudos posteriores em intimeras outras plantas, especialmente cultivadas, mostra-
ram que a indugio ocorre ndo sd por microorganismos, mas que fatores quimicos e fisi-
cos podem densecadear a sintese dessas substancias. Além disso, conhece-se hoje casos de
fitoalexinas que tém sido detectadas, embora em quantidades relativamente pequenas, em
tecidos de plantas sds, sendo natural que com o aperfeicoamento de técnicas, muitas ou-
tras venham a ser reveladas no futuro. Com isso, a definig@o de fitoalexinas passou a ser
controvertida, uma vez que muitas das substancias descritas como fitoalexinas, estariam
segundo classificagdo proposta por INGHAM (1973) incluidas entre as inibitinas.

Por essa razio, o conceito de fitoalexinas ¢ atualmente aplicado ds substancias anti-
microbianas cujo teor é aumentado como resposta quer a microorganismos quer a agentes
fisicos e quimicos, como resultado da sintese de novo de enzimas ou da ativagdo de um
sistema enzimatico latente (STOESSL, 1976). A produgao dessas substéncias é localizada,
ou seja, ocorre apenas nas células infectadas e nas suas imediagoes (HARBORNE, 1982).

Natureza Quimica, Ocorréncia e Biossintese de Fitoalexinas

A primeira fitoalexina isolada foi a pisatina, um pterocarpano obtido de Pisum sati-
vum inoculado com o fungo Selerotinea fructicola (CRUICKSHANK e PERRIN, 1960).

Atualmente cerca de 270 fitoalexinas jd foram descritas, em pelo menos 18 familias
de plantas. Essas substancias englobam vdrios grupos de compostos naturais como terpe-
nodides, isoflavondides, flavonodides, diidrofenantrenos, estilbenos, cumarinas, isocumari-
nas, furanoacetilenos, poliacetilenos e polienos (BELL, 1981).

A natureza quimica das fitoalexinas, na maioria dos casos, acompanha o quimismo
preponderante na familia (HARBORNE, 1982). Assim, na familia Leguminosae as fitoa-
lexinas produzidas, sio, de um modo geral, isoflavonodides. Nas familias Solanaceae e
Compositae sdo comuns os poliacetilenos (KUC, 1982; TIETJEN e MATERN, 1984) e
em Gramineae as lactonas (COXON, 1982). Existem, porém, excegdes como ¢ o caso de
Vicia e Lens, dois géneros de Leguminosae cujas fitoalexinas sdo furanoacetilenos
(LETCHER et al., 1970; ROBESON, 1978).

Virias fitoalexinas de natureza e estrutura quimica diversas tém sido isoladas e iden-
tificadas em familias de mono e dicotileddneas como: Amaryllidaceae (COXON et al.,
1980), Caryophyllaceae (PONCHET et al., 1984), Convolvulaceae (KATO et al., 1983;
OBA et al., 1984), Euphorbiaceae (SITTON e WEST, 1975), Linaceae (KEEN e LITTEE-
FIELD, 1979), Malvaceae (COXON, 1982; ZERINGUE, 1984), Moraceae (TAKASUGE
et al., 1980 e 1984), Orchidaceae (WARD et al., 1975), Rubiaceae (WIINSMA et al.,
1985), Rutaceae (HARTMAN e NEINHUS, 1974), Umbelliferae (HARDING e HEALE,
1980), Vitaceae (LANGCAKE e PRYCE, 1976; LANGCAKE, 1981) e Zingiberaceae
(KUMAR et al., 1984). Existem também registros da presenga dessas substincias em gim-
nospermas pertencentes as familias Ginkgoaceae (CHRISTENSEN, 1972) e Pinaceae (cf.
INGHAM, 1981).

Todas as fitoalexinas sdo metabolitos secunddrios derivados predominantemente de
duas vias biossintéticas: a via dos fenilpropanédides, que leva a sintese da flavonédides,
isoflavondides, diidrofenantrenos e estilbenos e a via do poliacetato dando origem aos ter-
penodides, poliacetilenos e isocumarinas (INGHAM, 1981).



6 Braga & Dietrich

Toxicidade das Fitoalexinas

Embora os efeitos mais acentuados sejam observados sobre fungos, as fitoalexinas
exibem toxicidade contra organismos procaridticos e eucarioticos, incluindo neste caso as
proprias espécies de plantas superiores capazes de sintetizd-las (SMITH, 1982).

Devido a sua grande variedade quimica e estrutural, acredita-se que as fitoalexinas
devam exercer sua atividade inibitoria através de mecanismos de agdo distintos.

Para avaliacdo da toxicidade das fitoalexinas sdo utilizados bioensaios diversos, sen-
do os mais comuns aqueles em que a substincia com atividade inibidora ¢ adicionada ao
meio solido ou liquido, onde o organismo teste ird crescer (SKIPP e BAILEY, 1976,
1977). Subseqiientemente, a variagdo da razio de crescimento em relagdo ao controle é
medida por diversos pardmetros tais como didmetro das coldnias, porcentagem da germi-
nagio de esporos, etc.

Para o caso especifico da atividade contra bactérias, o ensaio de antibiograma é o
mais empregado (GNANAMANICKMAN e SMITH, 1980).

Apesar da enorme contribui¢do trazida por estes bioensaios para a compreensio
do modo de agdo das fitoalexinas, precaugtes devem ser tomadas, uma vez que, as condi-
¢oes artificiais das culturas podem n7o refletir exatamente o efeito observado in vivo
(BAILEY et al., 1976 a, b). Por exemplo, é conhecido o fato de que a incorporagdo de
rosa de bengala ao meio de cultura contendo a fitoalexina pisatina modifica a resposta de
varios fungos a esta substancia (VANETTEN, 1973).

A maioria dos bioensaios para a determinac@o da toxicidade das fitoalexinas é reali-
zada com fungos. Inibi¢io do alongamento do tubo germinativo, redugio do crescimento
radial e do peso seco de micélio, parada do movimento citoplasmadtico, desorganizagio da
membrana e morte de células apicais de hifas sdo alguns dos efeitos observados quando fi-
toalexinas sdo adicionadas ao meio de cultura de crescimento de fungos (BULL, 1981;
SKIPP e BAILEY, 1976).

O tratamento com fitoalexinas as vezes ndo é fungicida, mas provoca apenas uma
parada no crescimento do fungo, que é retomado quando o organismo é transferido para
outro meio na auséncia da fitolexina (HARRIS e DENNIS, 1977).

O aspecto mais relevante relacionado aos ensaios de fungitoxicidade realizados com
fitoalexinas é que diferentes fungos exigem sensibilidades distintas dependendo da fitoale-
xina (SMITH, 1982). Segundo INGHAM (1981) o crescimento e desenvolvimento de fun-
gos nio patogénicos sio rapidamente inibidos pelas fitoalexinas, enquanto muitos fungos
patogénicos podem ser insensiveis 4 elas ou destoxificar esses compostos. A inativagio das
fitoalexinas pode ser feita por processos tais como remogdo de grupos metila, oxidagio e
hidroxila¢des nao aromadticas (INGHAM, 1976 a; VANETTEN et al., 1975).

Assim como observado para os fungos, a toxicidade das fitoalexinas para bactérias
varia de acordo com o tipo de ensaio empregado, com a composi¢ao do meio de cultura,
com a densidade do in6culo e com o periodo de incubagdo (SMITH, 1982).

O modo pelo qual as fitoalexinas agem sobre as bactérias ainda nio é totalmente co-
nhecido, porém, GNANAMANICKMAN e MANSFIELD (1981) mostraram que isoflavo-
noéides, flavonoides e furanoacetilenos sdo seletivamente toxicos para bactérias Gram-posi-
tivas, sendo as Gram-negativas bem menos sensiveis.

Atividade fitotéxica foi observada em virias fitoalexinas, incluindo isoflavonéides,
terpendides e furanoacetilenos (SMITH, 1982). Efeitos tais como a morte de células de
tubérculos de batata (ISHIGURI et al., 1978), lise de protoplastos de batata e tomate
(LYON e MAYO, 1978) e inibi¢ao da germinag@io de graos de pdlem de Solanum sp.
(HODGKIN e LYON, 1979) foram observados por a¢io da fitoalexina “‘rishtin”. Faseoli-
na, por sua vez, causa rdpida inibi¢ao da respira¢ao, redugao do crescimento de células em
cultura e morte celulas (SKIPP et al., 1977).
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HARGREAVES (1980) acredita que os efeitos fitotoxicos causados por fitoalexinas
se devem A alteragDes a nivel de membrana celular; KAPLAN et al. (1980), por outro
lado, sugerem que essas substdncias agem a nivel de transporte de elétrons,

Alguns efeitos sobre animais também s@o observados quando fitoalexinas estdo pre-
sentes no alimento, quer através de ingestdo de plantas infectadas quer através da adigdo
desses metabolitos as ragbes de ratos e coelhos. Aglutinagéo de hemdcias de mamiferos,
inclusive do homem (BULL, 1981), alteragoes cutineas (SCHEEL et al., 1973), e esterili-
dade em camundongos (BICKOFF et al., 1967) sdo alguns desses efeitos.

Indug@o e Detecgdo de Fitoalexinas

Agentes indutores. Quando a teoria das fitoalexinas foi proposta por MULLER e
BORGER (1940), acreditava-se que apenas os fungos eram capazes de induzir a sintese
dessas substdncias. Estudos posteriores revelaram que outros microorganismos, agentes
quimicos e fisicos, ou qualquer fator determinante de “stress” bioquimico sdo capazes
de desencadear esse tipo de resposta nas plantas.

Os agentes indutores da sintese de fitoalexinas sdo agrupados em bibticos e abioti-
cos. Os agentes bidticos sdo os organismos vivos ou seus produtos, denominados eliciado-

res. Nesse grupo est@o os virus (BAILEY e BURDEN, 1973; BAILEY et al., 1976b), as
bactérias (GNANAMANICKAM e PATIL, 1977; INGHAM et al., 1981), os fungos
(CRUICKSHANK e PERRIN, 1960, 1971; ALBERSHEIM e VALENT, 1978; FRAILE
et al., 1980; BELL, 1981; BRYAN et al., 1985) e também os nemat6ides (ABAWI et al.,
1971; RICH et al., 1977; VEECH, 1978).

Tem sido demonstrado, através de vdrias técnicas, que dentre os agentes capazes de
causar a sintese de fitoalexinas, os fungos sdo os mais efetivos. Esses fungos podem ser
patdgenos para a espécie induzida' ou para outras espécies, ou saprofitas (BAILEY, 1982).

Os indutores quimicos e fisicos s@o considerados agentes abidticos. Existem regis-
tros de indugdo por sais de metais pesados (PERRIN e CRUICKSHANK, 1965; HAR-
GREAVES, 1979; FRAILE et al., 1980; YOSHIKAWA, 1978), substincias inibidoras de
respiragio (CHEEMA e HAARD, 1978), agentes surfactantes (YOSHIKAWA, 1978), fun-
gicidas (OKU et al., 1973), reguladores de crescimento (UEGAKI et al., 1980) e antibi6-
ticos (SCHWOCHAU e HADWIGER, 1968). HADWIGER et al. (1974) e SANDER e
HADWIGER (1979) tém demonstrado a sintese da fitoalexina pisatina em resposta e tran-
qiiilizantes, veneno de cobra e aminodcidos. Dentre os agentes fisicos, podem ser citados
injiria mecanica (CRUICKSHANK e PERRIN, 1963; LANGCAKE e PRYCE, 1976;
UEGAKI et al., 1980; SAKAI et al., 1979), congelamento (RAHE ¢ ARNOLD, 1975;
CAIN e PORTER, 1979) e irradiagio com luz UV (INGHAM e DEWICK, 1980;
INGHAM, 1982).

Técnicas de indugdo. A técnica da ‘‘difusdo em gotas™ descrita por HIGGINS e
MILLAR (1968) é a mais utilizada no estudo das fitoalexinas. Nessa técnica, gotas de sus-
pensdo ou solucdo do agente indutor, usualmente fungo, sdo aplicadas sobre a superficie
de orgaos isolados como folhas e sementes ou em cavidades de frutos. Apos incubagdo por
periodo que varia de 24 a 72 horas, as gotas sdo recolhidas e analisadas quanto 4 presenga
de fitoalexinas. Isso é possivel porque, normalmente, as fitoalexinas produzidas difun-
dem-se para as gotas.
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A facilidade e rapidez de execugdo aliada a eliminag@o de constituintes celulares in-
desejdveis, como ceras e pigmentos, faz dessa técnica instrumento importante nos estudos
de detecciio de sintese e isolamento de fitoalexinas.

Apesar das vantagens do uso da técnica da “difusdo em gotas”, em certas situacdes
ela tornase inadequada. E o caso, por exemplo, das leguminosas dos géneros Vicia e
Lens (ROBESON, 1978), em que as fitoalexinas produzidas nao podem ser detectadas nas
gotas por serem altamente insoliveis.

Além disso, certas espécies apresentam a superficie foliar coberta por pélos que, ou
liberam secreg®es oleosas interferindo com a reteng@o das gotas (INGHAM, 1982) ou, jun-
tamente com a cuticula espessa e altamente impregnada de ceras impedem a penetragdo
do agente indutor e conseqiientemente a sintese de fitoalexinas (cf. INGHAM, 1981).

KEEN (1978) descreve uma técnica alternativa de indug@o, denominada técnica da
difusdo facilitada, na qual a suspensdo ou solugdo contendo o agente indutor é vaporiza-
da sobre os orgdos vegetais, ao invés de ser aplicada sob a forma de gotas. Com esse proce-
dimento sdo eliminados os problemas de permanéncia das gotas do indculo sobre o érgio
e também o da difusibilidade, uma vez que, a andlise da produg@o de fitoalexinas é feita
extraindo-se o préprio 6rgdo induzido.

importante salientar que a escolha de uma ou de outra técnica de indug@o estd na
dependéncia do material vegetal a ser analisado. Em situagdes em que ambos procedimen-
tos s@o impraticdveis pode-se optar pelo uso de agentes fisicos de indug¢@o, como luz UV
ou congelamento.

No caso especifico de superficies impermedveis a4 penetragio do agente indutor, a
injuria superficial do 6rgdo a ser inoculado pode ser um dos meios de facilitar a indu¢do.
AYERS et al. (1976) descreveram essa técnica para a indugao de gliceolina em cotilédo-
nes de soja. ’

Detecgio, extragio e isolamento de fitoalexinas. Quando as fitoalexinas produzidas
sdo soluveis em dgua o procedimento mais rdpido e prdtico para sua detecgdo € a anilise
das gotas obtidas pela técnica da *‘difusdo em gotas” (INGHAM, 1981). Os difusatos re-
sultantes da indug¢do usualmente s3o submetidos 4 cromatografia em camada delgada, em
placas de silica-tel, com sistemas de solventes organicos que variam de acordo com a
classe de substincias analisada. O organismo usado na detec¢do é denominado revelador e
usualmente ¢ um fungo. O bioensaio, denominado bicautografia, consiste na aplica¢@o de
uma suspensdo do revelador em meio de glicose e sais minerais sobre as placas apds o de-
senvolvimento da cromatografia (HOMANS e FUCHS, 1970). Segue-se incubag@o da pla-
ca por 3 dias, perfodo no qual o organismo revelador cresce por toda sua superficie, exce-
to nas regides onde as fitoalexinas e outras substincias fungitoxicas estejam presentes.
A detecgdo de substincias com atividade fitoalexinica se dd por comparagio com os difu-
satos de plantas controle nos quais nao aparegam as regioes de inibigao detectadas no tra-
tado.

Outra maneira pela qual pode-se analisar a presen¢a de fitoalexinas é proceder a
extragdo do tecido vegetal inoculado. INGHAM (1976¢) descreve a extragio em etanol
95% enquanto KEEN (1978) utiliza etanol a 40% com a mesma finalidade. A segunda téc-
nica apresenta vantagens sobre a outra, especialmente por reduzir a extrago de compo-
nentes celulares indesejdveis, que podem dificultar a andlise cromatogréfica dos extratos
e a detec¢do das fitoalexinas pelo organismo revelador.

DIETRICH e colaboradores (1986) desenvolveram um bioensaio de detec¢do de fi-
toalexinas que, além de mais rdpido e menos elaborado que os anteriores é sensivel e per-
mite a andlise da presenca dessas substincias em difusatos e tecidos vegetais. Esse ensaio
foi projetado tendo como base a técnica de antibiograma usada por HANKIN e ANAG-
NOSTAKIS (1975) para a detec¢do de produgio de celulase por fungos. Usando uma pla-
ca contendo suspensio de esporos do fungo revelador em meio de cultura apropriado, faz-
se a detec¢do de atividade fitoalexinica através da aplicag@o nesse meio, seja de discos de
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papel contendo difusato obtido pela técnica da *‘difusdo em gotas”, seja de discos do
6rgio ou tecido induzido pela técnica da difusdo facilitada. Apos incubag@o em condi¢Bes
adequadas, observa-se a inibi¢do do crescimento do fungo revelador sob a forma de halos
claros ao redor dos discos, que contrastam com as regides onde o fungo cresce. O didme-
tro do halo de inibi¢io é medido e constitui-se numa maneira de avaliar a atividade fitoa-
lexinica.

Os passos seguintes 4 detecgdo da produg@o de fitoalexinas sdo sua extrag¢@o e seu
isolamento e purificagdo. Esses dois Gltimos sdo normalmente efetuados empregando-se
técnicas de separagio por diversos tipos de cromatografia (TLC, GLC, HPLC). Os passos
de isolamento podem ser acompanhados através do bioensaio das fragbes. Com a substan-
cia purificada procede-se sua caracterizagdo quimica e estrutural pelos métodos usuais da
quimica de produtos naturais, como o emprego de reveladores quimicos, espectroscopia
em UV, ressondncia magnética nuclear, etc.

Fatores que interferem na Resposta da Planta

A produgdo de fitoalexinas pode variar de acordo com a espécie analisada com o
tecido inoculado, com as condigoes fisiologicas, do vegetal, com os fatores ambientais e
com o agente indutor empregado (BAILEY, 1982).

Essas substancias tém sido isoladas a partir de folhas e caules (INGHAM, 1976b;
1982), frutos (WARD et al., 1976), tubérculos (BARNS et al., 1971), raizes (SUTHER-
LAND et al., 1980) e flores (INGHAM, 1979). O rendimento maior tem sido obtido atra-
vés da inoculagio de frutos e sementes e 0 menor a partir de folhas, embora esse 6rgio
seja bastante utilizado. Segundo BAILEY (1982), a quantidade de fitoalexinas produzida
pode ser grandemente reduzida quando tecidos senescentes sdo ensaiados. Orgaos jovens
sao usualmente mais tenros podendo facilitar a penetrag@o do agente indutor.

Condigdes ambientais como temperatura, aeragio e deficiéncias hidrica e mineral
(LEWIS, 1980) também influenciam as respostas de plantas com relagdo a sintese de fi-
toalexinas. Trabalho realizado com 169 espécies de plantas nativas de mata e de cerrado
e plantas cultivadas demonstrou que a resposta era fortemente influenciada pela época do
ano em que se realizavam os ensaios (BRAGA et al., 1986).

Além desses fatores, a técnica de indugio empregada pode influenciar os resultados
devido, principalmente, as caracteristicas estruturais dos tecidos ou Orgdos ensaiados
(BRAGA et al., 1986).

Apesar de muitas espécies possuirem potencial genético para sintetizar fitoalexinas,
a expressdo dessa potencialidade pode ou ndo ocorrer, dependendo do agente indutor.
De modo geral, fitoalexinas ndo sdo detectadas quando plantas suscetiveis sao submetidas
aos seus agentes patogénicos (KEEN, 1971). Isso pode ocorrer devido ou 2 incapacidade
do organismo em induzir a resposta na planta ou deste dispor de mecanismos de detoxifi-

cacio das fitoalexinas sintetizadas, convertendo-as a substincias inativas (BAILEY,
1982).

Mecanismo de Inducgao da Sintese de Fitoalexinas: Eliciadores

A sintese de fitoalexinas induzida por organismos vivos ocorre normalmente devido
d liberag3o, por parte destes, de moléculas denominadas eliciadores (KEEN, 1975). Isso
foi demonstrado através de experimentos nos quais o agente indutor vivo era substituido
por um produto dele derivado (CRUICKSHANK e PERRIN, 1968).
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Atualmente, o termo eliciador refere-se a qualquer agente que induz nas plantas a
sintese de fitoalexinas (DARVILL e ALBERSHEIM, 1984). Os eliciadores podem ser de
origem bidtica, quando sdo derivados de organismos vivos e abidtica quando ndo o sdo
(HALVERSON e STACEY, 1986).

O primeiro eliciador bitico estudado foi a monilicolina A, um polipeptideo obtido
de micélio do fungo Monilinia fructicola, capaz de induzir a sintese de faseolina em Pha-
seolus vulgaris (CRUICKSHANK e PERRIN, 1968).

Trabalhos mais recentes tém revelado inimeros eliciadores derivados de vdrios orga-
nismos, especialmente fungos. A natureza quimica é variada, podendo ser peptideos, gli-
copeptideos, polissacarideos e lipideos (DARVILL e ALBERSHEIM, 1984).

Eliciadores de natureza glicoprotéica tém sido isolados de Phytophthora rmegasper-
ma (KEEN e LEGRAND, 1980; WADE e ALBERSHEIM, 1979) e de Rhizopus stoloni-
fer (LEE e WEST, 1981). Glucanos foram obtidos de P. megasperma (ALBERSHEIM e
VALENT; 1978), de Colletotrichum lindemuthianum (ANDERSON, 1978) e de levedu-
ras (HAHN e ALBERSHEIM, 1978). Lipideos com atividade eliciadora foram isolados
também de parede celular do fungo P. megasperma (BOSTECK et al., 1981). Os acidos
araquidonico e eicosapentaendico obtidos desse fungo induzem o actmulo de fitoalexinas
em tubérculos de batata e parecem estar, de algum modo, relacionados 4 agdo de glucanos
que também atuam como eliciadores e que sao derivados desse organismo (HALVERSON
e STACEY, 1986).

O mecanismo de agao desses eliciadores foi relacionado ao aumento da atividade de
védrias enzimas, destacando-se a PAL (fenil-alanina-amonia-liase), que tem um papel cha-
ve na biossintese das fitoalexinas originadas a partir de fenilpropanéides (BAILEY, 1982).
DIXON e LAMB (1979) estudando o actimulo de-faseolina em suspensdo de células de
Phaseolus verificaram aumento de atividade de PAL devido 4 sua sintese de novo. O mes-
mo foi observado em Petroselium hortense tratado com o glucano obtido de P. megas-
perma (HAHLBROCK et al., 1981).

Com essas evidéncias, foi sugerido que os eliciadores, de alguma maneira, agiriam a
nivel celular determinado a desrepressdo génica, sintese de RNAm e das enzimas respon-
sdveis pela produgdo de fitoalexinas (BAILEY, 1982).

A sintese e o acamulo de fitoalexinas ocorrem em diferentes locais. As fitoalexinas
acumulam-se nas células diretamente infectadas e que sdo freqiientemente pigmentadas e
mortas, e a sintese ocorre nas células sadias adjacentes ao local da infecg@o.

YOSHIKAWA (1978) comparando o efeito de eliciadores bioticos e abidticos em
Glycine max concluiu que estes possuem diferentes modos de ag@o. Os eliciadores abi6-
ticos determinam o acimulo de fitoalexinas por estimular sua sintese e os eliciadores
abioticos por previnir sua degradagdo. DIXON e LAMB (1979) e MOESTA e GRISE-
BACH (1980) reexaminando esses efeitos ndo conseguiram demonstrar essa diferenga no
modo de a¢@o dos eliciadores e concluiram que a eliciagdo em ambos os casos se dé atra-
vés de um mecanismo comum.

A compreensdao do mecanismo atuante na indugdo da sintese de fitoalexinas torna-
se mais dificil quando os agentes indutores sdo fatores fisicos como injaria, irradiaggo
com luz U.V. e congelamento. Nesses casos, ndo existe molécula eliciadora externa res-
ponsdvel pela indu¢gio. HARGREAVES & BAILEY (1978) estudando este tipo de indu-
¢do demonstraram a presenca de eliciadores da sintese de fitoalexinas no extrato de plan-
tas de Phaseolus submetidas a congelamento.

Esses eliciadores foram denominados inicialmente de constitutivos (HARGREAVES
3; l(BgIngng, 1978) e mais recentemente chamados de eliciadores endgenos por HAHN et
al. ;

Os eliciadores enddgenos foram encontrados em tecidos de ervilha (HARGREA-
VES, 1979) e em extratos de parede celular de soja, tabaco e milho (HAHN et al., 1981),
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entre outros. O eliciador obtido a partir de parede celular de soja é um polissacarideo péc-
tico capaz de induzir a sintese de gliceolina em cotilédones dessa planta.

A descoberta da existéncia de eliciadores enddégenos contribuiu de maneira decisi-
va para a compreensdo de mecanismo de agdo dos eliciadores bi6ticos e abioticos.. Confor-
me citado por BAILEY (1982), os agentes indutores quimicos, fisicos ou biolégicos,
agem causando fitoalexinas, um distirbio metabdlico e a conseqiiente determina a libera-
¢do na célula infectada de eliciadores endogenos. Essas moléculas, chegariam até as célu-
las vizinhas, determinariam a sintese e liberagdo de altas quantidades de fitoalexinas que
se acumulariam nas células infectadas.

O fato de alguns eliciadores terem sido identificados como enzimas, principalmen-
te poligalacturonases (BRUSE & WEST, 1982), aliado ao conhecimento de que os elicia-
dores endégenos podem ser liberados por hidrélise dcida ou agdo de endopoligalacturona-
ses sobre a parede celular de plantas (HAHN et al., 1981) levou o grupo uma nova teoria
para explicar a resposta das plantas ao ataque de microorganismos (ALBERSHEIM et al.,
1983, ALBERSHEIM & DALVILL, 1985).

Segundo ALBERSHEIM & DARVILL (1985), a interagio de plantas com microor-
ganismos estaria associada a liberag@o por parte destas, de pequenos fragmentos de parede
celular, denominados de oligossacarinas. Além da indug@o de respostas de defesa em plan-
tas, acredita-se que as oligossacarinas estejam envolvidas na indu¢do de intimeras respos-
tas fisiologicas observadas em vegetais. Esses fragmentos de parede inibem a floragdo e
promovem o crescimento vegetativo em Lemna gibba (GOLLIN et al., 1984), inibem o
crescimento de segmentos de caule estimulado por 2,4-D (YORK et al., 1984) e contro-
lam a morfogénese de explante de tabaco (TRAN et al., 1985).

Estudos feitos com Rhizopus stolonifer e Erwinia caratiova, demonstraram que os
seus eliciadores sdo enzimas do tipo poligalacturonases, e agem sobre polissacarideos de
parede celular, liberando oligossacarideos de acido galacturdnico (LEE & WEST, 1981)
pog 51)13 vez induzem a sintese de fitoalexinas em sementes de mamona (BRUCE & WEST,
1982). :

Segundo ALBERSHEIM & DARVILL (1985), as oligossacarinas sio moléculas res-
ponsaveis pela induc¢@o da sintese de fitoalexinas em plantas. Trés s@o os mecanismos pe-
los quais essas moléculas podem ser liberadas. Em algumas infec¢es causadas por fungos,
a planta produz enzimas que irdo agir sobre a parede celular desses organismos liberando
oligossacarinas. A segunda possibilidade é que os eliciadores bidticos atuem ou diretamen-
te sobre a parede celular (é o caso dos eliciadores que sdo enzimas) ou ativando enzimas
da prépria planta, com a conseqiiente liberag@ao dos oligossacarinas. E por ltimo, quando
a planta sofre qualquer tipo de injuria ocorre a produg¢do de enzimas que clivam a sua pré-
pria parede celular. Nessas trés situagdes as oligossacarinas, presumivelmente, combinam-
se com um receptor na planta para formar complexos ativos. Esses complexos, por sua
vez, determinariam a transcri¢ao de gens e a sintese de enzimas que catalisam a sintese de
vdrias fitoalexinas.

Além disso, a teoria das oligossacarinas apresenta-se como um novo possivel modelo
para a interpreta¢do do mecanismo pelo qual os hormonios vegetais exercem sua fungdo
reguladora.

Importincia e Perspectivas do Estudo de Fitoalexinas

Os processos de defesa de que as plantas dispdem sdo extremamente complexos e
aqui apenas alguns dos aspectos de um dos mecanismos, a sintese de fitoalexinas, foram
abordados.

A estimulagdo da sintese de fitoalexinas, através da ativagdo dos sistemas de defesa
das plantas é considerada uma possibilidade significativa para o futuro quer pelo seu em-
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prego em programas de prote¢do ds lavouras quer através do isolamento e determinag@o
da estrutura dessas substancias, o que possibilitaria a sua sintese quimica.

Outro aspecto importante a ser considerado é o fato de existir relagdo entre a natu-
reza quimica das fitoalexinas e a familia 4 qual essa planta pertence. Dependendo do gru-
po taxondmico da planta considerada e da presenca e natureza quimica das fitoalexinas
formadas, interpretagoes poderdo ser feitas d respeito do processo evolutivo das plantas.
As fitoalexinas, podem desse modo, ser utilizadas como marcadores taxonodmicos.

Em adig@o i aplicagdo biossistemdtica, existe a possibilidade que a triagem de um
grande nimero de plantas possa indicar espécies que produzam fitoalexinas com alta ati-
vidade antifiingica ou possa apontar a existéncia de caminhos metabolicos novos.

Muitos dos aspectos relativos ao fendomeno de produgio de fitoalexinas permane-
¢am ainda obscuros. A compreensdo dos mecanismos de indugdo da sintese dessas subs-
tancias que operam a nivel molecular podem contribuir grandemente para o conhecimen-
to das interag®es entre plantas, microorganismos e ambiente.
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