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1. INTRODUGAD

A cultura dos citros assume um papel consideravel dentro de
nossa esconomia agricola, constituindo-se numa das mais im-
portantes fontes de divisas para o estado de Sao Paulo. Of
versos problemas interferem na cultura em relagac ao aspec-
to fitossanitéario, pois, doengas causadas por fungos, virus
e bactérias constituem fatores Jimitantes da producgaoc oftri

Caa.

Entre as doengas fUngicas a ”"gomose” ou " podridado do pg "
causa nas plantas afetadas uma degeneragac e apodrecimento
da casca do tronco, podendo a podridadc progredir para as rai
zes. As ceélulas doentes produzem uma goma gue exuda das lg

n

soes escorrendo pele tronce ou formando incrustagoes. A "go

mose" & causada par fungos do género Phytophthora sendo: P.

citrophthora (Sm & Sm)] Leoniam e P.parasitica {Cast), os

mais importantes. Todavia sao também mencionados P, cacto-

rum (Leh e Cohn) Schorest, P.palmivora Butler e P.cinpnamomi

Rands (GALLI st al., 1868). FEstes fungos vivem saprofitica
mente no solo, atacando a planta quando as condigdss se tor
nam favoraveis. Alts umidade ao redor deo trenco, & existén
cia de ferimentos ocasionados por implementos agricslas, o
actmuleg de matéria organica na periferis do tronco & tsmpe-
raturas proximas ao Otimo de crescimento dos fungos estao
entre os fatores gue propiciam a infecgado. Esta pode, tam-
bém, ocorrer na ausencia de ferimentos, principalmente se o
solo umedecide e contaminado sstiver em contato com & casca
de variedades suscetiveis por um tempo prolongado. Apbs a
penetragac pslos tecidos da casca do hospedsiro, o fungo se
aloje nos vasos liberiancs prejudicando, assim, o transpor-

te da seiva elaboradas

As espdcies coftricas diferem em sus suscetibilidade 3 doen-
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g8, sendo as larenjeiras doces (Citrus sinensis Osbeck) e o

limao Cravo (Citrus reticulata Blanco) os mais suscetiveis,

@s laranjelras azedas { Citrus aurantium L. ) resistentes

(ROSSETTI, 1947) 2 Trifoliata (Poncirus trifoliata Rat,] 1-

mune ao fungo.

0 uso de variedades resistentes & um dos métodos empregados
para reduzir a incidencia de certas doengas, Estudos wvem
se desenvolvendo nos Oltimos 30 anos procurando relacianar
a resistencia das plantas aos patdgenos com o0s fendmenos
bicgquimicos que ocorrem na interacgao parasita-hospedeiro,Em
consequadncia dessas pesquisas pretends-se sxplicar, em par-
te, a resisténcia pela presenga de compostos Fungitdxicos
pré-existentes na plante ou sintetizados pelos tecidos apos

a infecgao.

U desenvolvimento deste trabalho de tese visou dar uma con-
tribuig&o aos estudos sobre a resisténcla de certas espé-
cies citricas a gomose, pesquisando compostos fungitoxicas
sintetizados ou acumulados nos tecidas de laranjeira gzeda
e laranjeira doce em resposta a inoculagao com fungos pato-
genicos e nao patogenicos, Esses compostos foram submetidos
3 métodos de andlise como cromatografia & espectrofotometria
80 ultravioleta, 0 significado desses compostos no mecanis-

mo de resistencia & gomose foi avaliado por bioensaios,

O funpo P.citrophthora & um dos patdpgenos cemumente relata-

do em nosso meio e fol gscolhido como modelo nara verifica-
gao dos fendOmanos ohservados, por ser mais estadvel na que
se refere a patogenicidade, guando mantido em meio de cultu

I'3d .



2., REVISAD DA LITERATURA

WALKER {1923) associou & pigmentagao vermelha ou amarela das

escamas dos bulbos de cebola (Allium cepa L.) com a reaistéi

cia das mesmas ao fungo Collstotrichum circinans(Berk.)Vogl.
LINK et al.(1828), ANGELL et 81.(1930), LINK e WALKER{1833},

verificaram gue esses pigmentos sao flaveormas e antocianinas

gue ocorrem juntamente com gs fendis simples - o acido proto
catecheico & ¢ catecal. UOs autores demonstraram que estes

fendis sao inibidores da germinagi®c do C.circinans.

Em oposigac aocs gstudeos que se referem & presencga de substan
cias fungitoxicas,como fatores pré-formados de resisténcia,
maior atengao foi dade aos estudos sobre as mudancas metahd-
licas ccorridas pds-infecgdo, levando & liberag3o e aclmulo

de substancias com agao fungitdxica sobre o patdgena.

MULLER 2t al. (1832} e MULLER e BORGER (1939, 1940) apds es-
tudarem @s respostas qus se seguiram a inoculagdo de tubércu

los de variedades de batata (Solanum tuberosum L.) caom vari-

antes virulentos e avirulentos de Phytophthora infestans

{(Mont,) de By, verificaram a produgao de um composto quimico
com propriededss fungitdxicas, desenvolvido apenas quando as
células vivas do hospedeiro eram invadidas pelo parasita. Es
tabelecsu-se um conceito sobre certas substdncias gue Fforam
denominadas por MULLER [18956) "FITOALEXINASY" e definidas par
ele como "antibidticos produzidos pelo resultedo da intera-
gao de dois sistemas metabdlicos diferentes: hospedeiroc e pa
rasita”. Essas substancias inibem o crescimento de micrmrgi
nismos fitopatogénicos. Segundo as conclusbes apresentadas,
s filtoalexinas sao substancias nao especificas em sua toxi
dez aos fungos, porém, as diferentes espécies de fungos po-
dem variar em sua sensibilidade 35 mesmas. A resposta basi-

ca a infeccdo gue ocorre nos hospedeiros resistentes & susce
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tiveis & a mesma, porém a basg da difersnciagao esta na ve-
locidade da resposta do hospedeiro resistente e do susceti-
vel em formar tals fitoalexinas. A reacac de defesa & con-

finada ao tecido invadido pslo fungo s as cglulas vizinhas.

KUC' (1872) propos um significade mais amplo ao tsrmo fitoa
lexina, que ssria aplicado a teodos o0s compostos gue contri-
buem para & resistencia & dosngas, sejam eles desenvolvidos
em resposta a lesac macanica, a estimulos fisioldgicos, E)
presenga de agentes Infecciosos, ou aos produtos de tais a-

gentes.

HIURA (1943) isolou de raizes de batata doce (Ipomese bata-

tas Lam.) infectadas com Ceratocystis fimbriata E1l & Halst,

a "IPOMEAMARONA". 0O significado dessa substa@ncia, como com
posto fungitdxico produzido apds infecgéo, foi relatado por
URITANI et al, (1854) e URITANI e AKAZAWA (1855). Esse con
posto sg acumulou nas raizes das variedades resistentes ino

culadas, inibindo o crescimento "in vitro"” de C,.fimbriata,

GAUMANN et al. {1850) relataram as reagoes .ocorridas como

resultades da interagao entre Rhizoctonia repens G, Bernard

e o tecido de pseudobulbos de orquidea (Orchis mililitaris L.

A substancia nada foi produzida quande um grande ndmero de
fungos saprofitas ou parasites ds solo foram empregados co-
mo indculo. GAUMANN e KERN (1959) detectaram essa substén-
cia nos pssudobulbos 4B horas apds a inoculagac. Também as
raizes infectadas sintetizaram sssa substdncia, POrem em
concentragao inferior & encontrada no tecido do pseudobulbo
infectado. Posteriormente, GAUMANN et al. (1860) isolaram

essa toxina, gue passou a ser conhecida como "ORCINOL®.

Na soja {Glycine max {(L.}Merr.}, UEHARA (1958) relatou o a-

cimulo de compostos fungitdxicous em vagens inoguladas com
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guatrec fungos nao patog8nicos a essa planta. KLARMAN & GE~-
DERMANMN (1863) mostraram gus folhas de variedades de sojs

resistentes a Phytophthora sojae Kauf & Gerd, desenvolveram,

apds a inogulacdo um comppsto Ffungitdxico a gegg fungo.
BIEHN, KUC®™ 8 WILLIAMS (2868} relataram o acUmulo de fenOis
em "ssedlings"” etlolsados de soja inoculados com o fungo -

Helminthosporium carbonum Ullstrup, Apbs o perfoda de 24 ho

ras, decorrente da inoculacac com H.carbonum, 0 total de fe

ndis eumentou de quetro a cinco vezes em relagao aoc teor de
fendis dos "seediings” nao inoculados. Os mesmos fendis se
acumularam guando "sgedlings” de soja foram inoculados com

Monilinia fructicols (Wint) Honey, Trichoderma viride Pers.

g Fr, 8 Alternaria sp., havends um aclmuloc maior apas inoocy
lagao com Alternaria sp,,BIEHN, WILLIAM e KUC' (19883} cons-

tataram gus um desses fendis se acumulou em quantidade sufi

ciente para inibir 70 a 80% o crescimentio do H.carbonum.Pos

teriormente, KEEN et al, {1971} identificaram esse inibidor
comp a "6-a-HIDROXI-FASEDOLINA”, a fitoalexina dos hipocéti-

los de sojaa

A partir de discos de cenoura (Baucus carota L.),inoculados
com Ceraéocystis fimbriata fungo ndo patogénicp @8 cenoura,
CONDON e KUC' (1980} isoleram uma "ISOCUMARINA®, Esse com-
posto foi detectadoc em niveis fungitdxicos, 24 horas apfs a

inogulag®o com diversos fungos nao patogénicos & cenoura.
HERNDON et al, (18668} verificaram que em raizes intacteas de

cenoura ineoculadas com C.fimbriata, houve acdmulo da isocu-

marina na casca, 72 horas apds a inoculagaec. CGCsses autores

relataram que esporos de C.fagacearum {Bertz), C. pllifera

(Fr.) Moreau e C.coerulescens (Munch) Bakshi, gue nao germi

naram no tecido de cenoura, nao estimularam o acdmulo do &-
cido clorogénico e da isccumarina, 0O aclUmulc de isocumari

na foi verificado com sete isplados de C.fimbriata em cincao

variedades de cenoura, SONDHEIMER (1857), verificou gue o
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frio produz o aclmuloc dsssa substdncia e CONDON et 51,11963)
demanstraram que a isccumarina pode tambsem ser induzida por

agentes gquimicos.

Do tecido do endocarpo de vagens de ervilha { Pisum sativum

L.), destacadas e inoculadas com um fungo nao patogénico -
Monilinia fructicola (Wint) Honey,CRUICKSHANK & PERRIN(1980,
1961) lsoclaram a "PISATINA", CRUICKSHANK (1962) verificou

que a pisatina & um antibidtice fraco de amplo espectro,. A
pisatina foi produzida em igual concentragao para o patodgeno

Ascochyta pisi Lib. e para o nac patdgeno M,fructicola. En-

saios da agac dessa substancia "in vitre”, sobre esses fun-
gos, mostraram gue a concentragac necessaria para inibir com

pletamente a germinagao de M,fructicola rsduziu de apenas

25% a germinagao de A,pisi. CRUICKSHANK e PERRIN (1963a) ve
rificaram que a pisatina nac &€ formada como resultade de da-
nos mecanicos e que esse composto se acumulou no endocarpo
de vagens de grvilha em resposta a inuculagéa com 19 fungos.,.
CRUICKSHANK e PERRIN (1865} afirmaram gue a formagao de pisa
tina por 58 cultivares de ervilha seguida & 1inoculagao por

M.fructicola € uma evid8ncia do papel da pisatina no mecanig

mo de resisténcia desta planta &s doengas, RBE WIT~ELSHOVE
(1968, 1969) verificou que a pisatina & degradada por certos
fungos patogénicos da ervilha, mas dificilmente por nao patd
genos, e sugeriu gue um mecanismo para a degradagao da pisa-
tina determinaria a possibilidade de um orgsesnismo parasitar
a grvilha. Postsriormsnte, DE WIT~ELSHOVE e FUCHS (1871} de
monstraram gue a degradagac da pisatina "in vitro” por pato-

genos da ervilha o Fusarium oxysporym f.pisi Sny et Hans B

0 Mycosphaerella pincdss (Berk et Blox]} Stone, foi influen-

clada pela fonte de carbohidrato no meio de cultura.

Be vagens destecadas de feijoeiro (Phaseclus vulgaris L.}, a

pos inoculagac com M.fruecticola, CRUICKSHANK & PERRIN(1963b)
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isolaram uma substBnoia fungitdxica a gqual denominaram "FA-
SECOLINA"., PIERRE e BATEMAN (1967) constatearam a produgac
da fasealina em "seedlings® de feijoelro em resposta a in-

ﬁecqéo ao patdgsno Rhiioctonia sclani Kuhn. A toxidsz da fa

sealina sobre o patSgenoc nos testes "in vitro",levou os au-
tares a associlarsm~na com o mecanismo respansavel pela redy
zag do tamanho das lesdes no estagio em gue as plantas sao
suscetiveis aoc fungo, Esse composto fei também detectado
apds ipoculagao de "seedlings” de feijao com outros fungas,
0 papel da faseolina no mecanismo da resisténcia varietal
de vagsns de feijac 2 antracnose foi evidenciado por RAHE

et al,(1968) em suas pesquisas com o Colletotrichum linde -

- muthianum Sacc. & Magn. A varisdade resistente apresentou,

72 horas ap8s a ipoculagdc com o C.,lindemuthianum, um nivel

de faseolina bem maior gue o tecido da variedade suscet{ -
vel. Além da faseolina, outros compostos se acumularam nos
tecidos apbs a inoculagaoc reforgandc o conceito de gue mais
de um composto pode contribuilr para a resistencia. CARDOSO
[1871) relatou um aclmulec de fendis e a pressnga da dois com
postos com caracterfsticas de fitoslexina em hipocdtilos de

feijoeiro inogpulados com Fusarium solani f. phaseoli (Burk)

Snyd & Hans.

Diversos compostos fungitdxicos foram relatados em ‘"seed-
lings" de feijas fava = (Vicia fabs L.). PURKAYASTA g DEVE-
RALL (1964, 18965) relatsram a produgao de fitocalexinas em

resposta & inoculagdo com os patdgenos Botrytis cingrea Pers

e B.fabee Sard. As lesies causadas por B.cinersa, permans-
ceram pequenas e limitadas, snguante quse as produzidas per
B.fabee se esstendem rapidamente através do tecido. Segundo
@s obssrvagoes de DEVERALL (1867) o desenvolvimento do tubo
germinativo de B.cinerea & inibido na superficie foliar, o
gue naco acontece com B.fabae. DEVERALL e VESSEY (1869) ob-

servaram gue uma grande guantidade de fitcalexinas se acumu
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lou no teoido sadio circundando as lesoes de B, fabae, £ gus
apenas tregos ocorreram nas partes centrais dessas lesoas.
Todavia com Bscinerea & maior quantidade de fitoalexinas se
acumulou circundando os pontos de infecg2o. Segundo os au-
torss, a difserenga na patogenicidade shtre os dois fungos,
dependeria de suas habllidades em degradar a fitoalexina.
WAIN et al. (1861) e FAWCETT et al., (1268) isolaram, do fel
jBo0 fava um composto fungitdxico pré-formado, identificado
como - "WYERONA*. Embora a wyerona seja altamente fungito-
xice para alguns n&o patogenos, ele & menos ativo contra 8.
cinefea. LETCHER st al. (1871) demonstraram gue a wyerona
& 0 metil~ester da fitoalexina do feijao fava - o * ACIDO
WYERONICO", gue & provavelmente o responsavel pela inibigao

de B.cinerea nos tecidos de feijaoc fava.

BELL {1967) introduziu conidios de Verticillium albo-atrum

R. & B. em galhos cortades de algodoeiros (Gossypilum hir-

sutum L. e Gossypium barbadense L.), verificando um acdmulo

do "GOSSIPOL" um pigmento normalmente descrito em falhas,ga
lhos & cortex da raiz de diversas variedades de algodao,
BELL (1868) observou gque ap0s inocular ramos destacadas e

plantas intactas com diferentes cepas de V.albo-atrum, a

sintese do gossipol foi mais alte nas variedades resisten-
tes do gue nas suscetiveis, & que esse aclmulo era direta-

mente relacionadeoc com a virul8ncia da cepa inoculada.

Og hibridos de batata AS {Soclanum tuberosum x &, demissum

Lindl.) resistentes & raca zero de P.infestans foi isclado

por TOMYIAMA gt al. (1868a,b) um novo composto ?ungitﬁxico,
denominado "RISHITINA",., Segundo os autores, a rishitina
nao foi detectadea nos tecidos de tubérculos sadios ou nos

extratos de cultura de P.infsstans. Us autores infectaram

o mesmo hibrido de batata com ragas compativeis e incompati

vels de P.infestans. Apenas tragos de rishitinas forem de-
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tectados em tubérculos de batata cortados e nao inoculados,
ou nas combinagbes compatfveis (hibrido suscetfvel & raga
inoculadal. Nas combinagbes incompativeis (hibrido resis-
tente & raga inoculada) a concentragho de rishitina foi de
120mg/kg de peso fresco do tecido. TSHIZAKA st al, (1969)
comprovaram o papel inibildor da rishitina no crescimento do
fungo. VARNS (1870) e VARNS et al. (1971) demonstraram gque
a rishitna também ss acumulou em resposta a fungos nac pato

génicos da batats,o Ceratocystis fimbriata e o Helminthos-

porium carbonum. Gs mesmos autores verificaram a formacao

simultanea de uma outra fitoalexina gue denpminaram "FITUBE
RINA".

MIGGINS e MILLAR {19EB) verificaram gue em folhas destaca-

das de alfafa (Medicago sativa L.) uma fitoalexina se desen

volveu em resposta a inoculagao com dois fungos nao patoge-

nicos: Helminthosporium turcicum Pass o Colletotricghum pho-

moides Sacc. Utilizande fungos patogdnicos a alfafa , o

Stemphyllium loti Graham e S. botryosum Walli, observaram a

formagao de fitoalexina apenas em resposta a inoculagao com

J.10tl cuja patopenicidade 3 alfafa & menor gue a do S.bo-

tryosum, A concentragao da fitoalsxina foi menor gue a pro
duzida quando da inoculagac com os fungos ndc patogdnicos.
HIGGINS e MILLAR (18898, 1970) demanstraram gue uma fitoale-
xina foi formada em resposta a infeccao aos dois fungos, po

rém, foi totalmsnte degradada pelo S.botryosum e em menor

proporgao pelo S.loti.

ALDWINCKLE (1969) constatou o desenvolvimento de uma subhs-
tdncia com caracterfisticas de fitoalexina, em folhas de aga
frao (Carthanus tinctorius L.) inoculadas com Phytophthora

dreschleri Tucker. Posteriormente, THOMAS e ALLEN (1870)

isclaram o "SAFINOL" dsmonstrandoc ser ests composto a fitea

lexina do acafrao.
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Uma fitoalexina nao identificada fol associada por LIM et
al. (1970} na interagdo do milhao com o patdgeno Helmin-

thosporium turcicum.

MUSSELL e STAPLES (1871) relatarsm um composto com caracig
risticas de fitocalexina provavelmente envolvido na resis-

téncia do morangueiro {(Fragaria vesca L.) & Phytophthora

fragariae Hickman.

BROWN & SWINBURNE (1872) verificaram a acao antifingica do

Adcido benzdico formado em frutos de maga (Pirus malus L.)

ap6s a infecgao com Nectria galligena Bers.

Em citrus naoc foram constatedas fitoalexinas. Algumas in-
vestigagdes relatam a presenca des substdncias fungitoxicas
nre-exlstentes nas varisdades resistentes a determinados
patdgenos. BEN-AZIZ (1967) associou a resistencia de varie

dades de tangerina {(Citrus reticulatsa Bl.]} ao fungo Deutes-

rophoma tracheiphlla Petri 2 presenge de uma flavana, a

*"NOBILETINA” existente nas cascas, folhas e frutos da va-
riedade resistente. F£Essa substancia apresentou uma grande
atividade fungistdtice sobre esse fumngo. PINKAS et al.
(1968) disolaram de folhas de duas variedades de tangerina,
guatro flavonas com atividade fungistaticas sobras D. tra-
cheiphila. Dessas guatroc flavonas duas foram didentifica-
das como nobiletina e "TANGERITINA" que foram também tdxi-

cas a Fusarium moniliforme Sheldon e Sclerctium rolfsii

Sacc.,

MUSUMECI et al. (1970} ohservaram gque extratos metandlicos
de cascas do tronco de laranjeira azeda,apds tratamento pe
lo carvao,exerceram acao inibidora no crescimente "in vi-

tro” de P.citrophthora.




3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Plantas

Foram utilizadas plantas de duas espéciss citricas - Citrus

aurantium L, (laranjeira azeda) (LA) e Citrus sinensis Osbeck

(laranjeira doce) (LD}, variedade Caipira, de pomares situa
dos na Estacdo Experimental de Citricultura do Instituto A-
gronGmica, em Cordeirdpolis, SP, e no campo do Instituto
Biolﬁgioo, SP. Oesses pomares foram escelhidas, respectivi
mente, 8 8 6§ plantas adultas & sadias, com bom estado de ve
getagao, das quais foram coletados ramos culo diametro va-
riod de 0,5 a 1 cm e gue foram acondiciconados em sacos plég
ticos umedscidos e transportados para o laboratdrioc da Se -

gaoc de Bioquimica Fitopatoldgica do Instituto Bioldgico.
3.2 - Fungos

Os fungos (Tabela I) foram cultivados em meio de batata-dex

trose-dgar (BDA) (&gar pxpip), com excegac de P. parasitice

2 P.cinnamomi gue foram cultivedos em erlenmeyers de 250 ml

com 50 ml de meio liguido de Czapek, (TUITE, 1968} acresci-

do de tiamina 20 ppm. P,citrophthora foi cultivado em am-

bos os meios. As culturas foram mantidas por 15 dias a tem

peratura ambiente {15 = 289¢).

3.3 -~ Inoculagan

Empregouy-se ramas, casca € lenho de LA e LD. Foram +feltas
inoculagﬁes no laboratério com material destacado das plan-
tas dos pomares de Cordeiropolis e do Instituto Bioldgico e

inoculagbes nas plantas do campo do Instituto Bioldgico.

0 material inoculado no laboratorio foi cortado em secgoes
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Tabela I. Fupgos uitilizadoe nos experimentos.

FUNGO CEPA ORIGEM
Ceratoccystis paradoxa (Dade) C.Morsau 526 MIB
Cilindrocladium scoparium Morgsn 223 1B
Colletotrichum lindemuthianum {Sacc & Magn) 15 MBF
Helminthosperium carbonum Ullstrup 28 MBF
Phytophthora cinnamomi Rands 314 MIg
Phytophthora citrophthora (Sm e Sm) Leoniam 147 MiB
Phytophthora infestans Mont, de By 537 MIiB
Phytophthora parasitica Dast 729 MIB
Pythium sp 6586 MIB

MIB - Micotéca da Sec¢ac de Micologia Fitopatoldgica do
Instituto Biolfgico

MBF - Micotéca da Segao de Biogulmica Fitopatoldgica do
Inztituto Bioldgico.
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de aproximademsnte 15 cm de camprimento s imerso em alcool
80% por 2 minutos, para uma desinfeccao parcial. Foram u-

tilizadas duas técnicas:

TECNICA 1: Dos ramos (R) foi retirada uma secgao longitudi
nal ds casca, expondo~se, assim, o lenho., De outros ramos
a casca (C} foi totalmente separada do lenho (L), utilizan

do-se isoladamente esses tecidos (Figura 1).

C material foi inoculade com os patdgenos Phytophthora gi~

trophthora, P.parasitica, P.cinnamomi e com P, infestans,

patbgeno da hatata e do tomateiro (Lycopersicum esculentum

Mill) e Ceratocystis paradoxa, patdgeno do cogueiro (Cocus

nucifera L.)

As culturss de P.citrophthora, P.parasitica e P. cinnamomi

foram passadas através de gase e o micSlio ressuspendido em
100 ml de Agua esterilizadas foi homogeneizado (Homogeneiza
dor Virtis 23) & rotagdo média por 3 minutos., As culturas

de P.infestans e C.paradoxa adicionou-se 30 ml de agua es-

terilizada a cada placa s o micélio foi raspado com agu-
lha. A suspensaoc micelial foi transferida com uma pipeta
para o material disposto nas placas de Petri previamente
esterilizadas, contendo papel de filtro umedecido na tampa
g no fundo. 0Os tecidos foram incubados 2 temperatura ambi
ente por periodos de 24, 48, 72 e 96 horas (h) ap6s a ino-
culagado. Os controles receberam apenas agua esterilizada

g foram incubados pslo masmo tempo.

Empregou-se a mesma técnica com ramos e fungos autgclave-
dos & 120°C por 15 minutos, gue foram usados nas saeguintes
combinagtes: ramos autoclavados e fungo nao autoclavado;ra
mos nao autoclavades e fungo autoclavado; ramos e fungos

autoclavados, Procedeu-se a incubagao por 72 horas.



Fig.l = Tecidoa incculados segundo a TScrica 1 & a3 Téo-
nica 2,



TECNICA
1
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TECNICA 2: Com um furador de 4mm de diZmetro retirou-se um
cilindre de casca dos ramos, e no orificio foi coloecado um
cilindro de mesmo diametro de micélio de P.citrophthora cul
tivado em BDA ( ROSSETTI, 1847). No controle, o indculo

fol substitufdo por BDA. O material foi incubade por 72

horas a temperatura ambiente (Figura 1)}.

A inoculagdo nas arvores foi feita utilizando-se a técnica
2, Foram escolhidas € plantas (3 de LA e 3 ds LB} e de ca
da planta foram utilizados 6 ramos {3 ramos inoculados g 3
ramos controls}. Amostras de tecidos foram coletadas nos
periodos de B, 12, 24, 4B, 72 horas & 7 dias ap6s a inocu-

lagao.

3.4 - Extragao, Cromatografla, Espectrofotometria e Hidro-

lise

Apos a incubagao as cascas inoculadas, segundo a técnica 1,
foram seccionadas em fragmentos de aproximadamente 2 cm e
dos rames e lenho foram retiradas laminas de tecido de 2-3
mm de sspessura. Dos ramos inoculados no laboratorio , se-
gundo a técnica 2, & casca 8 o lenho foram separados e di-
vididos em 3 seccgoOes de aproximadamente 2 cm cada uma. Uma
secgao abrangeu a area da inoculagido bem coms 1 em de ceada
lado do indculo no sentido longitudinal do ramo. As outras
2 secgoes abrangeram 2 cm a direita e a esquerda,respecti-

vamente, dessa area.

Os tecidos foram submetidos a extragao em etanocl [EtOH) 3
quente por 10 minutos., 0Os sxtratos foram filtrados em pa-
pel de filtro (Toyo 1) e reduzidos sem um Evaporador Rotati
vo (Buchler) & baixa pressac e & temperatura de 680°C 3 con
centracaoc de g/ml em base do peso fresco do tecido extra£

do f(Extrato Brutol.



—18&.

Paras separagso das substancias presentes nestes sextratos fo
ram aplicadas aliquotas de 100ul em papel Whatmann n?® 1, n?
20 e em cromatofolhes de sflica (0,25mm) (Merck 80 f. 254,
Germany], desenvolvidos unidimensionalmente com varias mis-
turas de sclventes (Tahela II). Para revelagao das substéﬂ
cias os cromatogramas foram sxaminados a luz wultravioleta
de 366 e 253nm e pulverizados com os reveladores: dcido sul
sanflico (2% EtOH) e triclorstc de antimonic (25% clorofdr-

mio) (SEIKEL, 1964).

Os reveladores anilina-difenilamina {1% acetona viv), clors
to fé8rrico (1% EtOH), tricloretec férrico/ferrocianeto de pg
tassio (1% Aguas viv) & Folin-Denis (PROCHAZKA, 1983) foram
utilizados em stapas posteriores ao processc de purificagao

das substancias dos extratos.

0 total de fendis nos exiratos brutos foli determinado pelo
método de Folin-Denis modificado por SWAIN & HILLIS {1859),
utilizando-se em nossos gxperimentos o reagente Folin- Cio-
calteau. Para esss teste foram empregadas alfguotas de 0,5
ml ds cada extrato, utilizando-se para a leitura da reacao,
& 725nm, um espectrofotdmetre Pye Unicam, Mod.SP 1800, Os
valores foram relacionados com os valores de uma curva pa-
drio de &cido p-ocumdrico (ApC), sendo os resultados expres-

sos cama squivalentes em ug de ApC por g de pesoc fresco.

Para os epnsaios de espectrofotometria, os sextratos brutos
foram secados e, o residuc, retomade em &gua acidulada com
HCl 0,5N pH 4,0, foi extraide com &ter 2:1 {v/v) até que a
fase etérica ficasse lncolor. As fragbes foram combinadas,
secadas & retomadas na concentragac de g/mil {peso frescelem
Et0OH, Fragoes de 0,1ml desses extratos foram dilufdas a 20
ml ou a 50 ml com EtOH & sxaminadas espectrofotometricamen-
te - (Pye Unicam, Mod.SP 1800) no intervalo de 210 a 380nm.



--17..

Tabela II. Sistemas de solventes utilizados para separagaoc
das subst3ncias existentes nos exiratos etandli-
cos dos tegideos de laranmjeira azeda (LA) e laran
jeira doce (LD),

SOLVENTES ABREVIACAOD PROPORGAD
acido acético:dgua AGA 15: 85
acetato de etila:acido acético:dguas AeAch 11:2:2
benzeno:éter BE 80120
butancl:&cidoe acético:dguea BACA 43115
clorofdrmio:dcido acéticormstancl CACHM 50:5:45
fenol: dgua FA 73:27
isopropanol:amonia:agua iPAmA 8:1:1
isopropanol:agua iPA 1:1
butanol-acido acdético:agua BACA 4:1:1

tolueno:acido ascético:agua TAGA 4:11:5
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Uma fragao do extrato bruto de cascas de LA inoculadas com

P.citrophthora foli parcialmente purlificada pslo fracicna-

mento com €ter e foi submetida & cromatografia bidimensio-
nal em papsl Whatmann n¥ 3MM desenvolvido em BAcA e Ach,
respectivamente. As substancias, separadas pela cromato-
grafia e detectadas an UV, foram elufdas com EtOH, recroma
tografadas em AcA & novamente elufdas com EtOH 85%({Uvesol,
Merck). Em seguida, foram submetidas a hidrdlises acida e
alcalina, testes de coloragdo com reveladores e andlise es

psctrofotometrica ao UV.

Na hidrSlise acida, HC1l 1N foi adicionado ac elufdo etand-
lico (111, v/v) & a hidrdlise processou-se a 100°¢ par B0
minutos. 0 hidrolisado fol fracionsdo com acetato de eti-
la ¢ a fase organica recromatografada, A fase aguosa fol
submetida ao teste de Molisch [TASTALDI, 1855).

Na hidrdlise alcalina, o slufdo standlicc foi hidrolisado
com NsOR 1IN (1:1, v/v]}, por 120 minutos, & 100°c. Apds fra
cionamentoc com acetatc de estila a fase orgidnica foi croma-

tografada e a fase aguusa submetida ao teste de Molisch.

Na andlise espectrofotomdStrica ao UV das substanciss elui-
das do cromatograma, utilizou-se como referéencia o elufdo
etandlico de uma area de messmo Rf de um cromatograma onde

nag foram aplicadas amostras.
3.5 -~ Bioensaios

Laminas de wvidro (2,5x7,53 4x13; 7x15cm) colpcadas em pla-
cas ds Petri foram ssterilizadas numa estufas a 12003 por
60 minutos, e cobertas asséticamente com 3, 10 & 15 ml
respectivamente, de melo 1fguefeito Czapek-agar 1% ou BDA

1%. Apds a solidificacao do meic foram feitos orificios,
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com um furador de 3mm de diametro, & em cada um se distri~
buiu 10pl dos extratos a serem ensaiados. Num dos orifi-
cios o axtrato foi substitufdo por Et0OH (controles 1). Aguar
dou~se um periodo de & horas para difusiBo das substincias
no meio e & seguir, os orifficios foram preenchidos cam <ci-
lindros des BDA com micé€lio dos fungos, O crescimento  do
fungoe nestes orificios foil comparado ao crescimento em ori-
f{cios sem extratos e sam EtOH (controle 2}. As l&minas fo
ram ipcubadas por 72 horas a temperatura ambiente (15 =&
24°c) e a avaliagdo do crescimento do fungo foi feita palo
calculo do didmetro médio considerando-se o didmetroc hori-
zontal e vertical da cultura. As laminas foram secadas &
BDOC por 24 horas 8 coloridas com negro de amido (MUSUMECI
e FIGUEIREDQ, 1874).

Foram ensaiadeos os extratos brutos de cascas e ramos de LA
g LD de 3 sxpsrimentos em que os teclideos Fforam I1noculados
segundo & técnica 1. Para o biocensaio esses extratos foram
levados a concentragao equivalente a 10g/ml em base do peso

freseo do tecido.

Verificou-se também a agdsn no crescimento micelial de P,

citrophthera de substancilas,separadas por cromatografia em

sflica,existentes nos extratos de casca de LA inosuladas e
incubada por 72 horas (LACI-72h} e de ramos de LA e LD ino-
culados e incubados por 72 horas (LARI-72h e LORI-72h). Fra
gOes de 0,5ml foram aplicadas em cromatofolhas de sflica,de
senvolvidas sm BE. Apds secagem, as cromatofolhas foram di
vididas horizontalmente em 10 faixas de 1 cm deg largura. A
silica de cada feixa foi respada separadamente e elufda com
Et0H, do qual foi postsriormente, ssparada por decantagao.
0 slufdo etandliec fol,concentrado ao volume correspondente

@ 10g/ml em base do peso fresco.

Uma substancia do extrato de LACI-72h, separada por cromatg
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grafia, foi dilufda com Et0H, ssgundo uma progressao gsoms-
trica ate 1:128, Cada uma das diluigdes foi submetida ao

biovensaio.



4. RESULTADOS

4.1 - Observacoes decorrentes da inoculacao com P.citrophtho-

ra nos tecidos destacados das plantas e inoculados se-

gundo” a Técnica 1.

Na laranjeira doce, hospedeiro suscetivel,voarificou-se o cres

cimento do patdgeno P.clitrophthora sm todos os ramos inocula-

dos apds o periocdo de incubagdo de 48 e 72 horas., Na laran-
jeira azeda, thospedeiro resistente, verificou-se o crescimen-

to do fungo,apds 48 horas sm apenas 20% dos rames inoculados.

Reagdn de hipersensibilidade caracterizada pelo escurecimento
dos tecidos incculados, fol verificada nos ramos de LA e LD

ap0s inoculagao com P,citrophthora. 0Os ramos de LA apresenta

ram a reacac apds 24 horas da inoculagao em determinados pon-
tos do lenho e o aescurecimento do tecido atingiu o maximo nos
ramos incubados por 72 horas. Nos ramos de LD a reagac de
hipesrsensibilidade foi notada ap0s 72 horas, porém em menor
intensidade do que a verificada para og ramos de LA (Fi-

gura 21.

Quande a casca & o lenho foram inoculados isoladamente com P,

gltrophthora o fungo cresceu no lenhc deos dois hospedeiros e

apenas nas cascas de LD. A reagao de hipsersegnsibilidade foi
visivel na casca e lenho de LA @ praticamente ausants na cas-

ca 8 lenho de LOC.

Nao se verificou crescimentoc de fungo quandoa P, citrophthora

foi distribufdo nos ramos autoclavados dos doils hospedeiros.

Reagcao de hipersensibilidade néo foi observada nos ramos das
duas espéciss gue receberam micélio autocclavado de P.cltroph-

thora.



Figura 2 - Lesnho, casca & ramo de laranjeira azeda [(LA)
e laranjeira doce (LD) nao incculados (a) e
inpculados (b} com P.citrophthora.

1 - tenho & casca de laranjeira doce
2 = Lenha & casca de laranjeira azeda.
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Figura 2 - lLenho, casca e ramo de laranjeira azeda (LA)
e laranjeira deoce (LD) nao inoculados (a) =
ingculados (b} com P.citrophthora.

3 - Ramos de laranjeira azeda
4 - Ramos de laranjeira doce.
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4,2 - Andlise dos cromatogranas ds extratos de tecidos des

tacados das plantas e inoculados com P.citrophthora

segundo a Técnica 1.

A observagdo das cromatofolhes & luz ultra-vicleta(UV] mos
trou diferencas qualitativas na composigac dos extratos dos
tecidos de LA & LD em conseguéncia da inoculagao com o pa-
togeno. Um composto fluorescente (Rf 0,30 em BE) foi de-
tectade nos cromatogramas de extratos brutos de ramos e
cascas de LA inoculados com o patdgeno. Essa substancia
gue serd denominada "compostoc 1° [Cll apresentou fluores-
céncia de cor azul acentuada pela exposigao do cromatogra-
ma acs vapores de amonia. O Dl foi produzido pslos fteci-
dos de ramos e cascas de LA em 24, 48, 72 e 98 h apds a i-
noculagao, sendo também produzido pelas cascas Nao inocula
das e incubadas por 72 h {Figura 3}, Nos cromatogramas com

extrato bruto de lenho de LA nac se detectou o Cl'

Nos cromatogramas de extrato bruto dos tecidos de LD inocu

lados com P.citrophthora nédc se detectou o C Um compos-

1.
to de ccloragas roxa (Rf 0,38 em BE) feoi detectado ao UV
nos cromatocgramas dos extratos de remos, cascas e lenho i~

noculados e incubados por 48 h. Esses composto ssra denomi

nade "composto 2" £D2].

Substdncias que reagem positivamente com o acido sul?anfli
co, um revelader de fenois, foram detectadas nos cromato-
gramas de extratos de ramcs de LA & LD incculados com P.

citrophthora, Us cromatogramas de extratos de cascas de

LA e LD ngo inoculadas (72h) e inoculadas [(72h) apresenta-
ram maior nimero de substancias reagindo positivamente com
0o écido sulfanilico, gquando comparados a cromatografia dos
extratos de cascas nao inoculadas (zero h). Ocorreram di-

ferengas qualitativas entre os extratos dos dois hospedei-
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Oh  72h  T2h Oh 72h  72h Oh 72h  72h Oh 72h  72h
LAR e LDR - extratos de romos de LA e LD ndo inoculados.
LAR! e LDR! - extratos de ramos de LA e LD inoculodos.
LAC e LDC - extratos de cascos de LA e LD nao inoculados
LAC! e LDCI - extratos de cascos de LA e LD inoculodos .

@ substdncias reveladas pelo dcido sulfanilico.
@ substdncias detectadas a luz ultra-violeta

a = composto |
b = composto 2
QO = origem

Fig.3 - Cromatofolha de sflica com extratos (100ul) de teci-
dos de laranjeira azeda (LA) e laranjeira doce (LD)
nao incculados e 1lnoculados com P.clitrophthora.
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ros ilnoculados {Figura 3).

s cramatogramas de extratos de ramos e cascas de LA e LD,
inoculadas & nao incculados, ndo mostraram diferengas guali
tativas na composigao de terpenos 8 estercides, apds revela

gac com tricloreto de antimonio.

Nos cromatogramas de extratos de ramos autoclavados, de LA
2 LD gue receberam o fungo vive ou autoclavédo, bem como os
cromatogramas de extratos de ramos nac autoclavados que re-
ceberam o fungo autoclavado nac foi verificada a presenca
de C.. Nao foram cbservadass, tembém, outras diferencgas nes

1
tes cromatogramas quando examinados ao UV.

4.3 - Cromatograflia dos extratos de tecidos destacados das

plantas e inoculades com P.,citrophthora segunde a Tés

nica 2.

A revelacao das subst3nclas existentes nos extratos ds teci

dos de LA 2 LD 1nocgulados com P.citrophthora, segundo a téE

nica 2, fol feite pela obssrvacao dos cromatogramas ao UV,

Nac se detectou o'C1 nos cromatogramas de tecidos de LA inp
culados por esta técnica. Nos cromatogramas de casca, le-
nho e ramo de LA e LD nao fol detectado o C2.

Comparando-se o0s extratos de tecidos da &rsa da inoculagao
com extratos de tecidos das secgoes & direita e & esquerda
dessa area, detectou-se o Cz somente nos cromatogramas de

extratos de tscidos gqus abrangeram a zora inoculada.

4,4 - Espectrofotometria de absorgao ao ultraviocleta dos gx
tratos de tecidos destacedos de plamtas e incculados

com P.citrophthora ssgundoc a Téenica 1.
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Os extratos de tecldos de LA e LD apresentaram picos maxi-
mos de absorgac na regidac do espectro compreendida entre
270 8 286nm.

0 espectro de absargdo dos sxtratos de ramos dos dois hos=
pedeiros foi semelhante, sendo que os extratos de. ramos
nao inoculados & incubados por 72 h & os extratos de ramos
inoculados e extraldos apds 72 h apresentaram valores de
densidade Stice (DO) maior,que os extratos de rames gue nao
receberam nenhum tratamento (0 h}, Comparando-se o 8spec
tro da absorgéo dos extratos de LA & LD nota~se que os ex-
tratos de ramos de LA nao inoculados {LAR-72 h} & o5 inocu
lados {LARI-72 h)} apresentsram valores des DO maliores qus
0s extratos da LD (LDOR-72 h e LDRI-72 h), esnguantc qus, 08§
gxtratos de ramos de LA zero hora (LAR-0 h) apresantaram
valores de densidade Otica menor gue o extrate de LO zero
hora (LDR-0 h) (Figuras 4 e 5).

0s extratos de casca de LA nao inoculados {LAC-0 h & LAC-
-72 h) apresentaram plcos maximos de absorgac em 276 e 272
nm, respectivamente. O extrato de gasca de LA 1noculada
(LACI-72 h) apresentou em relagao a esses sxtratos um es-
pectro de absorcgae modificado com um deslocamento no pico

maxime ds absorgao para 286nm. {Figura B6). .

0Os extratos de cascas de LD apresentaram picec maximo de ab
sorgao em 284 e 286nm, verificando-se absorgao malor com
os extratocs de cascas de LD gue nao receberam nenhum trata
mento (LDC~0 h)l. Esse extratc apresentou pico de absorgdo

menor em 325nm [(Figura 7).

0s extratos de lenho apresentaram valoraes de densidade Oti
ca (00) muito psquenos. 0O extrato de lenho (LY de azeda

nao inoculado (LAL-0 h) nao apresentou plco e o maximo de
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Fig.4 - Espectro de absorgac ao ultravioleta dos extratos

de ramos de laranjeira azeda (LA) nao 1nocculadas

(LAR-0 b & LAR-72 h) e inoculades (LARI-72 h) com
F.citrophthora.
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fFig.5 - Espectro de absorgao ao ultravioleta dos extratos

de ramos de laranjsira doce (LD) nado inoculados
{LOR-0 h e LDR-72 h) e inoculados (LORI-72 h) com
P.citrophthora,
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Fig.B - Espectro de absorgao ao ultravioleta dos extratos

de cascas de laranjeira azeda (LA) nao inoculadas
(LAC-0 h e LAC-72 h) e inoculadas (LACI-72 h) com
P.citrophthora.
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Fig.7 = Espectro de absorcéo ac0 ultravioleta dos extratos
de cascas de laranjeira doce (LD) nao inoculadas
(LDC-0 h e LDC-72 h) e inoculadas (LDCI-72 h) com
P.citrophthora.




-32=

absorcao foi entre 270 8 280nm. Os extratos de lenho de LA
nédo inoculado (LAL~72 h) apresentarem pico em 280nm e oOs
inoculados (LALI-72 h] aprgsentaram o pico méximo de absor-
gao em 278nm. Os extratos de lenha de LD n&o inoculado
(LDL-0 h e LOL-72 h} e o inoculado {LDLI-72 h) apresentaram

gm 276nm o maximo de absorgadc (Figura 8).

4,5 - Total de fenfdis nos extratos de ramos e cascas de LA

e LD nao incculados g incculades com P.citrophthora

0 total de fenadis, expresso camo equivalentes em ug de Apl
por g de peso fresco dos tecldos mostrou gue nos extratos
de ramos e cascas do hospedeiro resistente e do hospedeiro
suscatfvel, os fendis aumentam nos tecidos inoculados. 0 ay
mento de fendis também fol verificade nos tecidos nao inocu

lados e incubados durante os perfodos de 24, 48 & 72 h.

Nos extratos de ramos verificou-se que o aumento de fendis
foi maior nos tecidos inoculados de LA comparado ac aumento
nos tecidos inoculados de LD. E&£sse aumento foi bem pronun-
ciado nos extratos de tecidos 24 h apds a inoculaggo.0 tsor
de fenois aumentou nos tecidos extrafidos apads 48 h,diminuil
do nos extratos de 72 h apds a inoculacgao (Figura 9. Nos
extratos de ramos inoculados (48 8 72 h) a quantidade total
de fendis foi menor em relagao acs extratos dos ramos nao i

hoculados (controles 48 e 72 h) (Figura 91.

Cs extratos de rames de LD aprasentaram uma quantidade me-
nor de fendis que os extratos de ramos de LA (Figura 8}). Ve
rificou~se que 48 h apds a inoculagao houve um maximo de au

mernto dos fenois que declinou nos extratos de 72 h.

Nas cascas de LA e LD o total de fendis foil menor gue o to-

tal verificado pnos ramos. Nas cascas de LA as diferengas



_33_

o
O
o
0
-
o
L1 h}
©
o
o LALI-TZh
- \ LAL- 72k
2 LDLI=72h
o
[}
01
T T T T T T T L) ¥ T M T 1
210 230 250 270 290 310 330
Comprimento de onda
Fig.8 - Espectro de absorgao ao ultravioleta dos extratas

de lenho de laranjelra azeda (LA) e laranjeira do
ce (LD) ndo inoculados (LAL-0 h, LAL=72 h,LDL-0 R
e LDL-72 h) e inoculados (LALI~72 h e LDLI-?2 h )
com P.citrophthora,
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laranjeira doce (LD) nao inoculados e 1inoculados
com P.citrophthora¥%,

* Média de duas repetigoes.
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entre cascas inoculsdas e nao inoculadas foram pequenas.Con
siderou-~-se gue houve aumente neo total de fenmdis entre os ex
tratos de zero hora para os extratos de cascas inoculadas e
extraldas apds 72 h, assim como com extratos de cascas nao
inoculadas (72 hl). Nos extratos de cascas de LD ocorreu pe-
gueno aumento no total de fenois nas cascas naoc inoculadas

em relagao as inoculadas (Figura 10).

4.5 - Observagdes decorrentes da ineculagao com P.parasiti-

ca, P.cinnamomi, P.infestans e C.paradoxa nos tecidos

destacados das plantas e inoculadas sagundo a Técnica
ll

Verificocu-se a reagac de hipersensibllidade nos ramos de LA

apds 48 h de incubagdo caom o patdgsno P.parasitica, sendo o

crescimento do fungo no tecido deste hospedsiro menor em
comparagac com o crescimento do funge nos ramos ds LD onde
nac se notou reacao de hipersensibilidads., Apds o perfodo
de incubagaoc de 72 h todos os ramos de LD apresentaram cres
cimento dao fungo; nos ramos de LA o crescimento foi verifi-
cado em 40% dos ramos inoculados. Naoc houve desenvolvimen-

to de P.parasitica nas cascas de LA e LD.

0 funge P.cinnamomi nac se desenvolveu nas cascas de LA e

i.D. Nos ramos de LA inoculades com esse fungo verificou-se,
em 30% dos ramos, reagac de hipersensibilidade 72 h apds a
inoculagao, notando-se o crescimento do fungo nos ramos des
de o periodo ds 48 h, Os ramos de LD nac apresentaram resa-
caoc de hipersensibilidade, verificando-se o crescimento de

P.cinnamomi nos ramos, 48 h apds a inoculacao.

Nos ramos e cascaes de LA e LD inoculados com os nao patdge-

nos P.infestans e C.paradoxa nao ocorrsu crescimento dos

fungos e reagao de hipersensibilidade.
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4.7 - Analise dos cromatogramas de sxtratos de tecldos ino

culados com P.parasitica, P.cinnamomi, P.infestans e

C.paradoxa, segundo & Técnica 1.

Os cromatogramas dos extratos de ramos e cascas de LA ino-

culadas com P.parasitica e P.ecinnamomi, examinados ao UV

mostraram gque ramos e ¢ascas de LA desenvolveram o Cl { RE
0,30 em BE) apds a inoculagdo com esses fungos. Nos croma
togramas de extratos de ramos e cascas de LD nae se detec-

t »
ou o Cl

Js cromatogramas de extratos de cascas e ramos de LA e LD

inoculados com os n&o patdgenes P.infestans e C. paradoxa,

observados ao UV mostraram nac ter ocorridoc producgaoc do €y
pelos tecideos de LA, nao se detectando diferencgas entre os

tecidos inoculados dos dois hospedeiros.

4,8 - Andlise dos cromatogramas de extratos de tecidos das

plantas inoculadas com P.citrophthora, segundo a TéE

nica 2.

U exame ao UV dos cromatogramas de casca, ramo e lenhe nao

mostrou a presencga do C pelos tecidos de LA quando a inp

l.l
culacado com P.citrophthore foi feita nas plantas. Os cro-

matogramas mostraram a presenga do CZ, gue foi tamhem de-
tectado nons cromatogramas dos extratos de tecidos inocula-

dos de LD,

A cbservagao dos cromatogramas ao UV mostrou gue o CZ come
Ga a ser detectado nos extratos de tecidos de 48 h ate 7
dias ap6s a inocculagan. Comparando-se os cromatogramas de
extratos de tecido gue apresentaram lesao, com os cromato-
gramas dos extratos de tecido das regites proximes & lssao,

verificou-se que a produgao de C2 & confinade acs tecldos
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onde o fungo se desenvolveu.

4.9 - Bioensaios com P.citrophthora

Tomou~-se como padrac do cresclimentc de P.citraphthora o de

senvolvimento do fungo nos extratos de teclides sadigs Oh,
comparando-se © crescimento nessesextratos com o crescimen-

to nos extratos de tecidos inoculados e nac inoculados.

Verificou~ss o efeito do EtOH dos extratos comparando-se o
crescimento do fungo no controls 1 com o crescimento no

centrole 2 (sem Et0H).

No biocensalo com extratos de cescas de LA verificou-se gue

o crescimento de P.citrophthore fol inibido pslos extratos

de cascas de LA inoculadas com este patdgeno e extraidas .
apos um psriode de incubagao de 72 h {LACI-72 h) (Figura

11}, A média do didmetro da cultura de P.cltrophthora nes

se extrato fol de B,lmm enguanto gue nos extratos de teci-
do sadio desse hospedeiro(LAC-0 h)o didmetro da cultura
foi de 15,9mm (Tabela III)}. 0O EtOH ndo alterou o desenvol
vimente do fungo guando comparado ao controle 2. 0 cresci
mento do fungo nesses controles foil relativamente maior ao
crescimento nos extratos de casca de LA. 0Os extratos de
casca de LA nao inoculadas & incubadas por 72 h (LAC-72 h)
também inibiram o crescimento micelial de P. citrophthora
{Tabela III e Figuras 11 e 12).

0 funge se desenvolveu, uniformemente, em todos os extra-
tos de casca de LD, notendo-se, em um dos sxperimentos,uma
pequena agac inibidora no crescimento micelial de P. ci-

trophthora pelos extratos de cascas de LD nao inoculadas e

incubadas por 72 h (LBC-72 h) e as inoculadas & extraidas
apds 72 h de incubagdo com o fungo (LDCI-72 h) (Tabsla III
e Figuras 11 e 12).



Fig.ll - Crescimenta micelial de P.citrophthora em extra-
tos de cascas s ramos de laranjelra azeda s la-
ranjeira doce n&o inoculadas e inoculadas com F.
cltrophthera.

1A a 4A - Extratos de tecldos nao inoculados:
0, 24, 48, 72h, respectivamente.

2B & 4B - Extratos de tecidos inoculados:
24, 48, 72h, respectivamente.

A - Controle 1 (com EtCOH])
5B « Controle 2 (sem EtOH)
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Tabela III. Agado.no crescimento micelial de P.citrophthora,
dos extratos de cascas (C) de laranjeira azsda
(LA} e laranjeira doce (LD) ndc inoculadas e i
noculadas (I} com P.citrophthora.

Diamstro médio de culture em mm*
EXTRATOS e
Exp.1 Exp.e2 Exp.3 M
LAC-0 h 13,0 15,8 18,8 15,8
LAC-24 h 12,0 15,0 13,5 15,5
LAC-48 h 12,8 12,4 16,9 14,0
LAC-72 h 8,8 12,8 13,72 11,5
LACI-24 h 12,0 14,0 18,8 14,9
LACI-48 h 11,8 14,1 14,8 13,5
LACI-72 h G,0 8,3 10,0 E,1
Controle 1 14,0 18,8 20,0 17,8
Controle 2 15,3 21.4 20,0 18,89
LDE-0 h 15,2 i4,6 21,8 17,4
LOC~24 h 13,1 13,2 19,8 15,3
LOC-48 h 13,3 12,3 18,5 15,0
LOC-72 h 11,5 11,0 16,8 13,0
LDCI-24 h 14,2 14,5 21,3 16,6
LOCI-48 h 14,1 13,0 13,3 15,4
LOCI-72 h 15,0 13,0 12,6 13,5
Controle 1 15,9 14,9 20,0 18,9
Controle 2 15,1 13,2 20,0 16,4

Média do crescimentoc em 4 repeticgoes, por experimento.
ek
Media dos experimentos 1, 2 e 3,
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Os extratos de ramos de LA inoculados com P. citrophthora

(72 R} inibiram o crescimento migcelial desse fungo em re-
lagac ao crescimento nos extratos de ramos de LA nao ino-
culadas -0 h. Embora com agao inibidora menor, tambem os
extratos de ramos incculados (72 h} de LD inibiram o cresg
cimento micelial de P.citrophthora {Tabela IV & Figuras
11 e 13).

Os bicensaios com substancias da casca inoculada de LA,ce
paradas por cromatografia em sf{lica gel,mostraram que das
10 faixas da cromatofolha,as faixas 1, 2 e 3,possusm subs

t3ncias com agao fungitdxica sobre P.citrophthora (Tabela

V e Figuras 14 e 15),

Alfguotas dos eluidos das faixas 1, 2 e 3 foram aplicadas
erm papel Whatmann n®l @ submetidas a cromatografis bidirg
cional utilizando-se o sistema de solventes BAcA e AchA. O
exame dos cromatogramas aoc UV maostrou gue a faixa 1 contam
quatro substancies flucorescentes (Rfs 0,105 0,35; 0,75 e
0,32 em AcAl:a faixa 2 contém trés substancias fluorescen
tes (Rfs 0,10; 0,35; 0,60 em BAcA alem do c, (Rf 0,88 em

15% AcA). A faixa 3 apresentou apenas, 0 Cl.

Elufdos das faixas 1 & 3 das cromatofolhas com extratos de
cascas de LA nao inoculadas(LAC-0 h e LAC-72 h) foram com
paradas,por espectrofotometria de absorgae ao UV & croma-
tografia dupla em BAcA e AcA, com os eluidos das falxas 1
g 3 da cromatofolha com sxtrato de casca de LA ipnoculada

{LACI-72 hl.

0 espectro de absorgdo ao UV dos eluidos da falixa 1 mos-
trou picos de absorcdc em 280nm para o elufdo ds cromato-
folha do extrato de LAC-0 h e,em 215 e 280nm para os sxtra
tos de LAC-72 h e LACI-72 h. A densidade Otica feoi maior

nara o elufdo da cromatofolha do extrato de tecido inocula
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Tabela IV. Agae,no crescimento micelial de P, citrophthara,
dos extratos de ramos (R} de laranjeira azeda
(LA} e laranjeira doce (LD) nao Inoculadas e ing
culadas (I} com P.gitraphthora.

- - n
Diametro medic da cultura em mm___

EXTRATOS o

Exp.l Exp.2 Exp.3 M
LAR=0 h 18,7 20,1 15,6 18,1
LAR=-24 h 15,0 14,0 12,8 13,8
LAR=-48 h 13,1 14,0 10,5 12,5
LAR-72 h 13,0 13,9 11,1 12,7
LARI-24 h 13,4 13,3 11,5 12,7
LARI-48 h 11,3 12,3 7,1 10,2
LARI-72 h 1,0 12,5 6,5 6,7
Controle 1 18.4 19,8 17,5 18,5
LOR=-0 h 20,6 20,3 22,5 21,1
LOR=24 h 21,4 20,0 22,1 21,2
LOR-48 h 17,8 17,6 21,5 18,0
LDR-72 h 17,8 18,1 19,5 18,4
LORI-Z24 h 16,8 18,2 21,5 18,9
LGRI-48 h 15,8 14,1 G,B 12,2
LORI~-72 h 10,6 10,3 8,3 g,7
Controle 1 18,7 21,5 18,8 19,6

] - . .
Medis do crescimento em 4 repeticgoss, por experimento.

kL
’ Media dos experimentos 1, 2 e 3.
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Fig.1l3 - Efeito dos extratos de ramos de laranjeira azeda
(LA} e laranjeira doce (LD} no crescimento de P.
citrophthora.




Tahela Y. Agac das substdncias do extrato de casca (C)
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de

laranjeira azeda inoculadas (LACT~-72 h),separadas
por cromatografia em sfliga,no crescimento mice-

lial de P,citrophthora.

Ei3

FAIXAS DA Dig&metro médio da cultura sm mm
x K
CROMATOFQLHA Exp.l Exp.2 M
1 0,0 0,0 0,0
2 8,5 a,0 3,2
ke
3 c,0 0,0 g,o
4 10,8 10,40 14,5
5 14,5 15,3 15,0
B 15,8 17,3 16,6
7 13,5 14,3 13,8
3 10,4 12,9 11,7
8 12,1 14,3 13,2
10 12,8 12,5 12,7
LR
Controle 13,4 14,6 14,0

* - . : -
Media do crescimento em 4 repeticoes, por expsrimento.

ko
Media dos experimentos 1 &8 2.

LR

"AR

Composto 1 (C
%
10 ul EtOH.

1

1.



Fig.l4 - Crescimento ds P.citrophthora nos eluidos da
cromatofolha com extrato de cascas de laran-
jeira ezeda (LACI) e nos slufdos das cromato
folhas com extratos ds ramos ds laranjedira
azeda (LARI) e laranjeira doce (LDRI},

1-10 - Faixas da cromatofolha de sflica com
substancias dos extratos,

11 - Controle (EtOH).
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{- 10 - Faixas da cromatofolho
{1 -~ Controle (£1+0H)

9 -
18
17 -
£ 16
£ 15 o
° 14 o
5 13
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- 10
o
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bog
o 3
L1
=

6 7 8 9 (10

Fig.15 - Agao das substdncias do extrato de cesca de laran-
jelra azeda inogulada (72 h), separadas pela croma
tografia em placas de sflice, no crescimento mice-

lial de P.citrophthora.
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do (LACI-?72 h) (Figura 16). O exame dos cromatogramas ag
UV mostrou qus na faixa )1 foram detectados os mesmos com-
postos nos extratos de LAC-0 h, LAC~72 h e LACI-7Z h, ocor
rendo maior fluoresceéncia dos compostes nos cromatogramas

do elufdo da cromatofolha do extrato de LACI-72 h.

No exame dos cromategramas ao UV dos eluidos da faixa 3
nao foi detectado o €, nos extratos de LAC-0 h. Este cam-
pusto fol pouco visfvel no cromatograme dos extratos de
LAC-72 h. A faixa 3 do axtrato de LACI-72 h apresentou um
espectro de absorgac caracterIistico com picos maximos de
absorgdo em 225, 294 e 325nm, que n3o ccorreu em LAC-0 h e

LAC-72 h (Figura 17).

Os bioensaios com substd@ncias do extrato de rams incculedos
de LA separadas por cromatografia em sflica gel mostraram
gue,das 10 faixas da cromatofolha, as faixas 3 e 4 possuenm
substancias com moderada agdo inibidora no crescimento de
P.citrophthora (Tabela VI e Figura 18). 0Us bicensaios com

substancias do extrato de rames inoculados de LD separadas,
por cromatografia em silica gel,mostraram que apenas a fal
xa 4 possue substancias com agao inibidore no crescimento

de P.citrophthora (Tabela VII e Figuras 14 @ 18),

Aliguotas dos elufdos da faixa 3 e da faixa 4 de LARI-7Zhe
LDRI-72 h foram aplicadas em papel Whatmann n% 1 e cromata
grafadas bidirecicnalmente, no sistema de solventes BAGA e
AcA. O exame dos cromatogramas ao UV mostrou que a faixa
3 de LARI contém dois compostos fluorescentes {(Rfs 0,50 =&
0,68 (El} em AcA). A falxa 3 de LORI contém o C. (Rf 0,48

2

em AcA). A faixa 4 de LARI contém o C, e dois compostos

fluorescentes (Rfs 0,50 e 0,08). A faixa 4 de LDRI contém
o C, e dols compostos fluorescentes (Rfs 0,60 e 0,093,
A dose efetiva de inibigao £DESU) do C, no crescimento mi-
SEA NG T LA
INSTITUTO DF BIOLOGIA
UNICAMP
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Fig.16 - Espectro de absorgao ao ultravioleta dos elufdos
da faixa 1 das cromatofolhas com extratos de ces

cas de LA nao inoculadas (LAC-0 h e LAC-72 h) e
inoculadas [(LACI-72 h).
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LACI~72h

LAC-72h

hﬂﬁmxm

| i | i [ ! I

T | | I [ 1
250 270 220 310 330 350 370 nm

Comprimento de onda
Fig.1l7 - Espectro de absorgao ao ultraviocleta dos elufdos

da faixa 3 das cromatofolhas com extratos de cas
cas de LA ndo inoculadas (LAC~0 h e LAC~72 h]l &
inoculadas (LACI-72 h).
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Tabela VI. Agao das substdncias do extrato de ramos de la-
ranjelra azeda inoculada (LARI-72 h) , separadas
por cromatografia em silica, no crescimento mi-
celial ds P.citrophthora.

"

EATXAS DA Di@metro médio da cultura em mm
CROMATOFOLHA Exp.l Exp.? M**
1 19,1 26,0 22,6
2 14,686 16,0 15,4
P
3 7,1 9,8 8,4
4 11,5 11,7 11,7
5 13,2 15,5 14,4
5] 15,4 21,3 18,4
7 14,0 20,4 17,2
B 19,3 19,9 19,6
g 15,9 20,5 18,2
10 16,9 18,6 17,8
Controle 15,3 17,3 16,8

5‘ - ~

Media do crescimento om 4 repetigoes, por experimento.
""MEdia daos experimantos 1 8 2.
% dKk

Composto 1 [Cll.

ARk
10 ul de EtOH.
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{ =10 -« Faixas da cromgtofolha
{{ - Confrole (ETOH)

20

(LA) {LD) ~

€
£ -
g o
2 o
3 i
o o ||'|| 0N
o g |||||:;-i‘
g <1 1
5 3 {11
£ o 1||||'-32 Kk
‘Q oo 11/ 3 .
© 1i5r e |l|l1°3°
3 o
o g
o ::::1|||ilﬁ'-ﬁ'°:f
@ s A
= ooos 111 Ao %
2} Sl s é ]
: a1 0
% %
1] L. T4 %
F- el =7
{10 H-H L ||q=:oog :::54% -
HH 2 hhli?%f:% :::géé
EER 770 v 1) R (Y24 |
5 6 7 8 9 140 4 4 5 6 7 8 910 1

Fig.18 - Agao das substdncias dos extratos de ramos inocu-
lados de laranjeira azeda (LA) e laranjeira doce
(LD), separadas psla cromatografia em sf{lica, no
crescimento micelial de P,citrophthora.
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Tabela VII. Agac das substincias do extrato de ramos ds la
ranjeira doce inoculada {LDRI-72 h) , separadas
por cromatografia em silica, no crescimento mi
celial de P.citrophthora.

FAIXAS DA Didmetro médioc da cultura em mm.
CROMATOFOLHA Expal Exp.2 M**
1 17,3 17,1 17,2
2 15,0 15,6 15,3
3 12,5 13,0 12,8
4 8,8 10,5 in,?
5 13,5 12,5 13,0
B 15,8 13,5 14,7
7 13,5 15,0 14,3
B 13,3 16,8 15,0
8 12,6 17,C 14,8
10 13,3 15,7 14,5
Bontrule*** i5.,4 15,5 15,4

L -
Media do crescimento em 4 repetigoes, por experimente.

* -
Media dos experimentos 1 e 2.
Wk
10 ui de EtOH.
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celial de P.citrophthora, calculada pela transformagao dos
dados em probites (FINMEY, 1852) correspondesu a 75mg/l0 ul
em base d8 peso fresco (Tabela VIIIJ,

4.10 - Bioensaios com outros fungos patogénices & nao pato

genicos.
0 crescimento do fungo nas substdncias presentes nas fai-
xas 1 & 3 da cromatofolha de LACI-72 h foi comparado com o

crescimento nos controles com Et0OH.

0 crescimento de P.parasitica, P.cinnamomi e H. carbonum

foil inibido pelas substancias do elufdo da faixa 1 da cro-
matofolha do extratoc de LACI-72 h . Esgssas substancias ini

biram, parcialmente, o crescimento de P.infestans e C.lin-

demuthianum , nao alterando o crescimento de Pythium sp .

Uma moderada agao estimuladora do crescimento foi verifica

da com C.,scoparium (Tabela IX & Figura 19).

0 C1 inibiu o crescimento micelial de P.parasitica,P.cinnea

momi, P.infestans e Pythium sp.. Verificou-se uma modera=-

da asgao estimuladera no crescimento de C.scoparium (Tabela

IX ¢ Figura 1391.

4,11 - Caracteristicas do Cl

0s valores de Rf do Cl, nos diversos sistemas des solventes,
foram comparados com valores de Rf do Acido cafeico (ACT),
dcido 3,4 dimetoxicinamice (A 3,4-DMC) e do acido clorogd-
nice (ACl), Verificou-se gue © C, apresentou, em guatro
dos solventes empregades, valores de Rf iguais ac do A 3,4

~-DMC & aoc do ACf (Tabela X).

Apos hidrdlise &cida naoc foram reveladas substancias cor-
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Tabela VIII., Efeito de diferentes concentragbes do compos-
to 1 (C.} no crescimento micelial de P, ci=~
trophthéra,

CONCENTRACDOES DD Cl Media do diametro da cultura em mm*
%

mg/l0 ul M**
800,G0 0,00
400,00 €,00
208,G0 0,00
100,C0 4,00
50,00 14,60
25,00 17,20
12,50 17,10
6,25 17,20
0,00 14,60

*
Peso fresco do tecido.

sk ~
Media de 4 repstigoes,
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Tabela IX. Agac das substancias do extrato de casca (C) de
laranjeira azeda inoculada {(LACI-72 h) no cres-
cimentoe micelial de fungos patogénices e nao pa
togenicos. H

- - %
Media do diametrn da cultura em mm
FUNGOS ” prage

Rk
Faixa 1 Controle Composto 1 Controle

C.ecoparium i1,0 8,0 12,0 i0,0
Colindamuthianum 8,0 15,0 11,6 13,8
H.carbonum 0,0 17,8 15,1 17,0
Pythium sp 25,8 24,1 2,0 34,1
Tk
P.cinnamemi c,0 18,1 0,0 i1€,8
P.inTectans 3,5 18,0 c,0 18,0
%o o
F.parasgitica 0,0 16,5 a,o 14,2

“M3dia de 3 repeticbes.

%%
10 Ul de EtOH.

XX -
Fungos patogenicos.



Fig.19 - Crescimento micelial de C.scoparium (Cs), C.lin-
demuthianum (Cl), H,carbonum {Hel, Pythium sp
(Psp), P.cinnamoml (P.cinal, P.infestans (Pi) e
P.parasitica (Pp) nos eluidos da faixa 1 © faixa

3 (Composto 1) da cromatofolha com gxtrato de
LACI-72 h.
A 1 = Faixa 1
2 = Controle (EtOH)

B 1 = Faixa 3 (Composto 1]
2 = Contrale (EtOH)
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Tabela X. Valores de Rf do "composto 1" (C.), acido cafei-
co (ACF), &cido clorogénico (AC1} e Bcido 3,4 di
metoxicinamice (A 3,4-0MC).

SOLVENTES ACT ACl A 3,4-DMC Cl
BAcA (4:1:1]) 0,80 0,83 06,20 0,80
AchA (15:85) 0,50 - 0,72 0,65
iPAmA (B:1:1) G,50 0,70 0,77 0,8d
AgAchA {11:2:2) 0,49 0,84 0,99 0,88
FA (73:27) C,74 0,88 0,40 0,98
TAchA (4:1:5) g,00 - 0,c0 6,00
BE (80:20) 0,00 0,00 0,16 0,30
A 0,62 0,86 0,78 0,60

CAcM (50:5:45) 0,82 - 0,38 0,98
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respondentes a agidcares no cromatograma da fragac aguosa
pulverizado com anilina difgnilamine., Na fragao organi-
ca do hidrolisado, cromateografade em BAcA, detectou-se o

El pela exame ap UV.

0 teste de Molisch foi negativo na fragao aquosa do hi-
drolisado alcalina. A fragao organica , cromatografada

em AcA, mostrou ao UV uma mancha amarsla com Rf 0,50,

A espectrofotometria de absorcao do C., ao UV mostrou pi-

1
cos maximos de absorgao em 258, 296 e 325nm (Figura 20).

0 Cl deu reagdo positiva com &cido sulfanilico (laranja),

tricloreto ferrico/ferrocianeto de potéssio {azul) e tri
cloreto de antimenio (cinzal. O Cl nao deu Treagaoc cam
tricloreto ferrico, Folin-Denis, enilina difenilamina e

dcido sulflirico 2%.
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Fig.20 - Espectro de absorgcao do "compasto 1" (Cll ao ultra
violeta.



5. DISCUSSAC

Os resultados obtidos nos bicensaios mostraram qus os ts

cidos de LA inoculados com P.citrophthora e extraidos a-

pos um perilodo de insgubagao de 72 h inibiram o crescimen
to micelial deste fungo {Tabelas III 8 IV). Mps extratos
de cascas & ramos de LA cromatografados e examinados ac
UV verificod-se que ,desde o perlodo de 24 h de incubagao
com o patdpgena, os tecidos de LA desenvolveram ume subs-~
tancia [ElJ em resposta a inoculagao. 0 ©biocensaic com
substdncias do sxtrato de cascas inoculadas de LA separa
das pela cromatografia, mostrou que o Cl possue agao fun

gitdxica sobre P.,citrophthora,inibindo totalments o cres

cimento do fungo {Tabela V). Quando as substancias das
extratos de LARI-?2 h foram separadas pela cromataografia
e ensaladags verificou-sse ser o Cl o responsavel pela ini
bigao que os extratos de LARI-72 h exerceram no cresci-
mento micelial de P.,cltrophthora (Tabela VI). C C nao

1
foi detectado nos cromatogramas de LD apds incculagao

com o patageno.

Alguns autores relataram a produgao de fitealexinas por
hospedeiros resistentes e suscetfvels apds inoculagaoc com
fungos patogénicos. Assim, PIERRE e BATEMAN (1887) veri
ficaram a produgao de duss fitpalexinas em hipocdtilos de
feijoeiro suscetivels a Rhizoctonia solani, apds a infec

caoc com este patdgenc. MUSSELL e STAPLES (1971} verifi-

caram que em decorréncia da inoculag®o coem Phytophthora

fragariae dois compostos, inibidores”in vitro” desse fun
go, foram detectades no hospedeiroc resistente, sendo que
um deles foi comum aos dois hospedeiros e produzido pe-
la variedade suscstivel somente cinco dlas apods a inocu-
lagao, Os resultados gque obtivemos nos bicensaios s nas

cromatografias sugersm que um composto semelhante a uma
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fitoalexina (Cll fol desenvolvido apenas pelos tecidos de
LA, hospedeiro resistente apos inoculagdo cam o patdgeno
P.citrophthora. KLARMAN e GEDERMAN (1963) demonstraram

que apenas as folhas de socja de uma variedade resistents

a Phytophthora sojae produziam a FASEOLINA, apés inocula-

gado com o patfgena, TOMIYAMA et 2l.(13968b) relataram ©
desenvolvimento da RISHITINA apenas em tubérculocs de bata

ta incompativeis a todas as ragas de P.infestans. Assim,

os resuUltados obtidos em Citrus saoc samelhantes aqueles
obtidos por KLARMAN & GEDERMAN na soja e por TOMIYAMA na
batata.

Os extratos de ramos de LD, hospedeiro suscetfvel,inoculg

dos com P.citrophthora e extralidos apds 72 h também inibi

ram 0 crescimente de P.citrophthora no biocensaio (Tabela

IV}. Nos cromatogramas de ramos £ cascas de LD, examlna-
dos ao UV,verificou-se a presenga de um compesto (82} de-
tectado apos a inoculagao nos tecidos incubados por 48 h
com o patdgenc. No bicensalo com substancias dos extra-
tos de ramos de LD,separadas pela cromatografia,verificou
-s8 que a falxa 4 apresentou agdo inibidora no crescimen-

to de P.citrophthora (Tabela VII). Essa faixa contém D

C, que fai também detectado nos sxtratos de ramos destaca
dos de LA e inoculados segunde a técnica 2,sendo a presen
ga desta substancia limiteda aos tecidos onde ocorreuy 0

desenvolvimenta do fungo. Embora o fungo P.citrophthora

tenha tidc seu desenvolvimento inibido nos bioensalos com
extratos de ramos do hospsdeiro suscetivel ele se desen-
volveu nos rames inoculades desse hospedeiro. 0O compostao
desenvolvido deveria apresentar nos ramos uma agao inibi-
dora suficiente para impedir g desenvolvimento do patége—
no na tecido. O 52 fol detectado nos cromatogramas dos
tecidos extraldos apds 48 h da incculagao e poderia ser

considerads como uma resposta do tecido dos dois hospedei
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ros ao fungo ou um produto do metabolismo do fungo nos te
cidos inoculados. Segundo KUC' (1868} naoc € apenas a capa
cidade de desenvolver a substancia inibidora gque confere
resisténcia ao tecido. A guantidade e a rapidez com que
ossa substancia € sintetizads sao fatores corftices em uma
efetiva resposta de resistencia.

Foi necessaria uma concentracao do C correspondente a 100

1
mg em 10 Ul em base do peso fresco do teclde, para inibir

completamente o crescimento micelial de P.citrophthora (Ta
bela VIII). A doss média sfetiva de inibigao [DE_ ) foi

50
de 75mg/10ul (Tabela VIII). Essaes dados de inibigado sao

menaores guando comparados com os valorgs apresentados para
outras fitoalexinas. THOMAS e ALLEN (1988) relataram para
o SAFINOL, composto fungitdxico produzido pelo agafrio a-

pos inoculagac com P.dreschelsri, uma DE de 12ug. CONDON

50 _
e KUC' {1880) verificaram que na concentracaoc de 1 x 1O S
a ISOCUMARINA inibiu uw crescimento do C.fimhriata. BELL

{1967) observou gue a concentracao de GOSSIPOL necessaria

para inibir o VY.albo-atrum fol de 31uM. TUMIYAMA gt al.

-

(1868b} e ISHIZAKA et al. (1969) relataram que & dose mé-

dia sfetiva de RISHITINA sobre o erescimenio dos tubos ger

minativos de ragas de P.infestans foi de 2,1 x lD-4M. Os

resultados sugerem gque o C produzido pelos tecidos de LA

1}
em resposta a incculagao com P.citrophthora, possue ativi-

dade fungitdxica menor gue a das fitvalexinas relatadas

por esses autores.

A produgao de compostos fungitdxicos tem sido relatacda co-
mo independente da patogenicidads do fungo utilizado. A
produgao da FASEQLINA pelos tecidos de fel joeiro foi cons-
tatada tanto apods a inoculagao com fungos patcgénicus,qua&
to com os n3o patogénicos. CRUICKSHANK e PERRIN (1989) i-

solaram a FASEOLINA de vagens destacadas de feijoveiro apds
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a inoculagao com o n3o patdgeno Monilinis fructicols.PIERRE

e BATEMAN (1967) verificaram a producas desse mesmo compos-
to nas vagens do feijoeiro apds inoculagdo com o patdgenc
R.solani, enguanto gue RAHE et al., (1369) isolaram a FASEO-
LINA apds inoculagao com o patdgeno C.lindemuthianum. Em
tubérculos de batata, a producac de RISHITINA e FITUBERINA

foi verificada por VARNS et al. (1871) apds inoculagdo com

o patogeno P.infestans e cam os nao patdgenos C.fimbriata e

H.carbopum. Nos ramos e cascas de LA verificamos a produ

caoc de C, apfs a inoculag&o com os patbgenos P.citraphthors,

P.cinnamomi & P.parasitica, nao oacorrendo "desenvolvimento

do Cl quando esses tecidos foram inoculades com os ndoc patd

genos C.paradexa e P.infestans, diferindo, assim,nossos re-

sultados dos relatados pela graende maioria dos autores. Se
gundo KUC' (1964) apds a inoculagado com um fungo, a gualida
de da resposta € dependente do tecido inoculiado, e o© fungo
determinaria a guantidade da fitoalexina produzida. 0Os re-
sultados gue obtivemos sugerem que nos ramos e cascas de LA
ccorreu uma resposta especifica & incculacgao {ClJ com 0s

fungos patogenicos P.citrophthora, FP.parasitica e P. cinna-

momi, ou ailnda qgue o potencial de indcuic dos fungos nao Pa
togénicos n3c foi suficiente para astimular uma resposta do
tecido.

Parece~-nos pouco provével gue o C sgja um produto do meta-

bolismo do fungo ou parte inerenté do micélio deste,uma vez
gue este composto nac fol detectado i cromatograticamente,
nos extratos de tecidos incculados do hospedeire suscetivel,
onde o crescimento do fungo foi maior. A evidéncia de uma
interagao parasita-hospedeiro ficou comprovada nos experi-
mentos com tecidos mortos (ramos autoclavados), onde naec o-
correu a produgac do El. Segundo a chservacao ao UV dos ex
tratos cromatografados o C, foi detectado, somente, nos cro

1
matogramas provenientes de tecidos vivos inoculades eom fun
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go nao autocclavado.

A analise do conteldo de fendGis mostrou que a quantidede to
tal de compostos fenolicos audmentou nos tecidos inoculados
de LA g LD em resposta a inoclUlagan e, em cohsequéncia da
lesao mecanica nos tecidos nao inoculados [(Figura 9}, Nos
extratos de ramos de LA e LD inoculados e sxtreidos apds 48
h determincu-se, sm comparagao aos extratos de 0 h, o maior
aumegnto do total de fenodis, havendo um decréscima nos extra
tos de ramos dos dois hospedeiros inoculados 8 extraidos
apGs 72 h. Esse decréscima poderia ser axplicado psla pre-
senga de fendis oxidades. Nos ramocs de LA inoculados com

P,citrophthora verificou-se, 24 h apds a inoculag%o, eEm cer

tos pontas do lenho o infcio da reagaoc de hipersensibilida-
de. Essa reacdo e caracterizada pelo escurecimento do tecl
do resistente inoculado e é consequéncia da transformagdo o
xidativa dos fendis simples em fenodis oxlidados,sendo que, a
unido destes origina as quinonas, C[Cstas sac toxicas aos mi
crorganlismos s, seu desenveolvimento nos teclidos inoculados
de LA poderia, também, explicar o menor crescimento do fun-
g0 NOSs mMesmos B nos extratos bloensalados (Tabela IV e Figu
ra 11). Esta suposicdo €& apoviada por trabalhos como 08
de LE TOURNEAU et El‘[1957] gue constataram o efeito fungi-
toxico das quinonas no crescimento "in vitro” do V. albo-
~atrum, Também OKU (1860) verificou que o ocatecol oxidedo

pela polifencloxidase preduzida pele fudngo Cochliobolus

miyabeanus foi altamente fungitdxlco & germinagac e ao cres

cimento miceliael desse fungo. Reacdo de hipersensibilidade
menos intensa {(Figura 2} foi também verificada nos ramos de
LD imoculados, indicando a presenca de fenodis oxidados =}
quinonas, gue poderiam explicar a agac inibidora que o9s ex-
tratos do hospedeiro suscetfivel apresentaram no biosnsaio

(Tabgla IV e Figura 111].

A reagac de hipersensibilidade foi menos visivel nas cascas
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de LA incculadas e incubadas por 72 h comparando-se ag es
curecimento apresentado pelos ramos inoculados dessse hos-
pedeiro. O total de fenlis nas cascas ipoculadas ds LA
também fol menor gue o obtido nos extratos de ramas. En-

tretante, maior inibigdc no crescimento micelial de p,ci-

trophthora no biesnsaio, fol verlficada com Cl glufdo das

cromatofolhaes de extratos de cascas inoculadas de LA (Te-
belas V' & VI ), Esss resultado parece'ressaltar a impor

tdncia da agao funpgitdxica do €. nos tepidos do hospedei

1
ro reslastente,

Gutro indfcio do aumento de fendis nos ramos dinoculados
de LA eILD foi constatado pela espectroscopia ds absorgao
ao UV dos extratos, verificando-se um 2umento de DO na
reglao do sspectro correspondsnte a absarq%a apresentada
pelos aneis fendlicos. A lesac meganica também induziu o
aumento de fendis mos ramos de LA e LD, poils, os tecidos
dos dois hospedeiros,nao inoculados e incubades por 72 h,
apreseqtaram sbsorgao maior gue os extratos de zero hora,
demonstirando que oz tecldos do hospedelrc resistents g do
suscetfvel responderam & invasZoc pelo fungo 8 ao dano
mecénibo s sendo essas rsgspostas mals acentuasdas para a
LA (Figuras 4 & 5).

Nos axtratos de cascas dg LA variflcou-se um deslocamento
do picg maximo de absorgaoc do extrato qé LACI-72 h, suge-
rindo uma possfvel sintese ds subst3nclas com caractepfs-
ticas diversas &s des subst@ncias dos axtratos de gascas
nao iﬁoculadas de LA {Figura 6), Nos extratos de cascas
de LD observou~se ausBncia do pico menor de absorgép em
325nm nos extratos de tecldos inoculados & nos que foram
submetidos 3 lesac maecinica, quando comparados aos extra-
tos de zero hora. FEsta ohservagao sugere dagpadaqéo ay

oxidagdg de algume substdncia do extrato ds LO 0 h por le
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s&o mecinica e pelo estabelecimento do patdgenao nos teci-

dos deste hospedeiro (Figura 7).

fJuando as plantas foram incculadas verificou-se,pelo exa=~
me dos cromatogramas ao UV,gus os tecidos de LA nao dasen
volveram o . apos a inoculagao com P.citrophthora. Di-

1
versos autores utilizaeram drgaos dsstacados das plantas

para o sstudo dos fenfmenos verificados apods a incculagaoc
€ comprovaram gue as mesmas alteragoes saoc oonstatadas
nas plantas incculadas,. BELL {1987, 18988} vwverificou
8 producgao de GUSSIPOL nos ramos destacados de plantas de
algodoeiro, obtendo a mesma resposta com plantas intactas
Esses resultados diferem dos gue chtivemos, uma vez gue o
Cl fol desenvolvido pelos ramos & cascas dg LA somente nos
experimentos de inoculagaoc com o drgaoc destacado da plan-
ta. Entretanto, técnicas diferesntes foram utilizadas pa-
ra inoculagao nos tecidos destacados e nas plantas: a téc
nica 1 e a técnica 2, respectivamente. Utilizando-se as
duas técnicas na inoculagdc de remos destacados das plan-
tas, verificou-se que o Cl ¢ detectado somente nos teci-
dos inoculados segundo a technica 1, demonstrande qus a8
téenica empregada na inoculacdo € importante no desenvol-
vimento do Cl pelos tecidos inoculados. Todavia,essa téE
nica nao reproduz e infecgao natural. Na naturseza, o fun
g0 penstraria através de peguenos ferimentos na casca, ou
por um contacto prolongadoc com a mesma. Na técnica 1 & a
face interna de casca gue fice em contacto direto com o
patdgeno. FProvavelmente, devido a grande area do tecido
que € exposta a inoculagdo, ocorre interagao de um maier
nimero de células do hospedeirocom & suspensado micelial
nrovogando uma resposta drastica de tecido em condigoes
totalmente diversas da infecgac natural.Também CRUICKSHANK
g PERRIN (1960, 1961} adotaram na ervilha uma técnica de

inoculagéo Yin vitro" diferindo da infecgéo natural, uti-
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iizando vagens destacadas s inoculando M.fructicola e A,

pisi na parte interns das maesmas. A PISATINA foi cons-
tatada nesses experimentos "in vitro” e também quando os
gutores inocularam as vagens nas plantas de srvilhas "in

viva”,

Separando-se casca @ lenho,a fim de se utilizaer lsolada-
mente essas duas partss do ramo, provocou-se intensa
lesac mecanica ao tecido. Conforme a observagao dos cro
matogramas ac UV o tecido de casce de LA nao inoculado e

incubado por 72 h também preduziu e C Esss resultado

mostra gue a lesao mecanica pode 1evai A produgaoc pelas
cascas de LA do mesmo composto gque foi dessnvelvido em
raesposta 2 incculagac com o patdzenc. O espectro de ab-
sorgao ao UV dos eluidos da fegixa 3 da cromatofolha com
extratos de cascas de LA nac inoculadas 8 extraidas apds
72 h (LAC-72 h), mostrou gue houve maior produgac do c,
gm conseguéncia da inoculagao (Figura 17). Esse dade @
semelhante sos relatadeos por KUC' (1964) que sstabeleceu
que fenoils e fitoalexinas podem ser também produzidos sm
concentragao menor, em resposta a lesao mecdnica ou a-
p6s tratemento dos tecidos com substancias quimicas. CON
DON & KUC' (1362) verificaram gue discos de reiz de oe-
noura,parcialmente imerses na agua, produziram a IS0CUMA
RINA, embora @ guantidade detectada correspondssss a a-
proximadamente 2% da obtida pela incculagac com C. fim-
briata. KUC' (14Y964) obsasrvou que 72 h apds a inoculagao

da raiz da cenoura caom C.fimbriata,através de casca e nao

gm uma superficie cortada {(discos),o nivel da ISOCUMARI-
NA na camade de celulas mais externa da raiz foi de 1

a 2 x 107°M. Esse método de inoculacao e ldénticgo ao e

®y |3

contrado na infecqéo natural, e a rasposta cbservada

ao fungo & nao a lesao mecadnilca.

Além do Cl’ verificou~se no bioensaio com substancias se
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paradas pele cromatografia do extrato de cascas de LA, i-
noculadas e extraidas apds 72 h (LACI-72 h),que o eluido
da faixa 1 da cromatofolha contém inibidores do cresci-

mento micelial de P.citrophthora. O eluido dessa faixa

desenvolvido em cromatografia dupla & o cromatograma exa
minadoc ao UV mostrou uma fluorescéncia maior das manchas
em Comparaqéo com os cromatogramas de extrato de cascas
de LA nao inoculadas (LAC-0 h e LAC-72 h),sugsrinde que
& producao des compostos aumentou ap0s a inoculagao. A
reagao de cor ap UV e os RFfs em BE sugerem composios re-
lacionados com acidos fendlicos, como &acido cafelco, clo
rogénico, ferllico e cumarico, KUC' (18968) rslatou para
uma grande variedade de hospedeiros o acdmulo do acido
clarcgénico e do acido cafeico, mo redor dos lugares de
infecg3o e de lesao fisica dos tecidos. Segundo KuUC?
{1868) a sintese de compostos mais gspecificos, como as
fitoalexinas, parece ser limitado & uma peguena falxa
de hospedeiros, como a ISOCUMARINA na cenoura, a FASEOLI
NA no feljoeira, a PISATINA na ervilha, etc. Conforme o0s
resultados que obtivemos ocorrevia nos tecidos de LA,hos
pedeiroc resistente, um acimulo de Acidos fendlicas & &
sintese de um novo composto ( C, } em resposta a inocula

1
ga0 com o patégeno P,citrophthora. Em menor intensidade

as mesmas respostas foram obtidas pelas cascas de Azeda

apo dano fisicao.

Em experimentos de campo, KLOTZ et al.(1868]) verificaram
que porta-~enxertcs de Trifoliata nac adguiriram gomose

am solos altamente infestados com Phytaophthora spp, po-

rem, se tornavam infectados apds retirada da casca e ino
culagdo direta do fungo no cambio. Esses autcores sugeri
ram que as camadas da casca eram importantes pars a rer
sist8necia. G[Quando utilizamos casca e lenho separadamen-

te para a inoculagadc com P.citrophthora, verificamos, pe-
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lo exame dos extratos cromatografados ao UV,que & a cas-
,+ A habilida

de da casca do hospedeliro resistente em produzir um com-

ca, o Orgdo responsavel pela produgio do C

postoc inibldor do crescimento "in vitro” de P.citraophtho

ra parece-nos, como j& sugerido por KLOTZ et al, [(1968),
uma evidéncia do papel deste tecide ma resisténcia a do-

gnga.

A agao das substdncias da falxa 1 e do Cl’ ne crescimen-
to micelial de fungos patogénicos s nao patogénicas (Ta-
bela IX e Figura 19), mostrou que h& um grau de especifi
cidade na sensibilidade dos fungos ensaiados aos compos
tos produzidos pslos tecidos inoculados de LA, Segundo
KUC® (1964), a produgao de diversos inibidores pela plan-
ta em resposta a infecgdo & uma medida adicional de pro-
tegaoc da mesma ac ataque por diversos microrganismos,.Se
gundo a propria definig3o de fitoalexinas enunciada por
MULLER (1856), estas sao "compostos nao especificos em
sua acao sohre os fumgos”. Normalmente, fungos nao pato
génicos a planta produtora de fitocalexinas saoc mails sen
sf{veis a esta gue os patdgenos. Nossos resultados mos-

tram gue o E. inibe igualmente o crescimento de fungos

1
patogénicos como o P.citrophthora, P.parasitica.P.cinna-

memi e dos nao patdgenos P.infestaens e Pyihium 5P, todos

do grupo dos Ficomicetos. Os fungos nao patogeénicos co-

mo H,carbonum, C,lindemuthianum e C.scoparium nao tive

ram seyu crescimento modificado pele © A aga2o dessa

1'
substancia parece, portanto, ser especifica para os patd
gencs e nac patdgenos pertencentes ao grupo dos Ficomics

tos.

ROSSETTI e BITANCOURT (1952) mostraram a importancia da

tiamina na espessura do talo das hifas de P.citrophthora

e admitiram a possibllidade de subst3ncias, produzindo o
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mesmo g¢feito da tiamina,pressntes nas cascas de LD, MU-
SUMECT g£ El' (1970) verificaram que a adsorgao de sxtra
tos metandlicos de cascas de LA e LD pelo carvao g a e-
luigdc dos compostos com diferentes solventes aorganicos,
sgparou substadnclias com agaoc inibidors ao crescimentoc de

P.citrophthora. Todavia, os resultados obtidos nestes

bicensaios com extratos de tecidos incculados e nao ino-
culados de LA & LD, sugerem gue a resist@ncis 8 & susce-
tibillidade destas sspécies c{tricas a gomose, naoc estd
haseada em substancias fungitdxicas pré-existentes no
hospedeiroc resistente, ou no conteddo de nutrientss do
hospedeiro suscetivel. Verificou-se gus o fungo P. ci-

trophthora s desenvolveu igualmente nos extratos de te-

cidos sadios dos dois hospedeiros, porém, os extratos
provenientes de tecidos inoculados inibiram o crescimen-
to do fungo, indicando gue substincias fungitoxicas de-
senvolvidas apds a infecgdo estdo envolvidas na resisten

cia a P.citrophthora (Tabelas III, IV e Fligura 11}.

Os resultados obtidos nos experimentos de inoculagado "in
vitro"”, na analise cromatografica dos extretos, nos bio-
ensaios, na espectrofotomstria de sbsorgao ao UV mostram
gque o CY produzido pelos tecidos de LA em resposta a ing

culagéo com F.citrophthora preenche as caracteristicas

de uma fitoalexina ssgundo a definigdo de MULLER e BOR

GER {1940) e transcritas por CRUICKSHANK (185633, pols, o©

gomposto Gl:

i} se desenvolveu nos teclidos do hospsedeiro resistente
guando as células dests ficaram em contacto com as cg

lulas do fungos

ii) a resposta ocorreu somente nas celulas vivas do hos-

pedsiro:
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1i1) possui agao fungitdxica sobre o patdgenoc e uma toxi

dez nao especifica sobre os cutros fungos;

iv) possuil proprisdades que tornaram obvia sua natureza

camo um composte guimico,

Todavia, o3 resultades obtidos com os tecidos destacados
das plantas nao podem ser extrapolados para uma situacaoc
"in wvivo", uma vez gue a técnica empregada para 1inocula

gao & importante na produgdo do C. pelos tecidos de LA.

1
s resultados de alguns bioensaios de extratos de ramos
inoculados dos dois hospedeiros, mostrou que ocorre ini-

bigéo no crescimento micelial de P.citrophthora com ex-

tratos provenientes de tecido do hcospedeire suscetivel,
demonstrando gqus, embora tardia, uma resposta occorre na
laranjeira doce em consequéncia da inoculagdo e da inva-
s2o de seus tecidos pelo patdgeno. Investipgagoes devem
sar feitas em torno deste problema, utilizando-se ocutras

varisdades dge Citrus sinensis Osbeck.

ConsideragOes sobre a natursza quifmica do Cl
Os experimentos realizados com reveladores, hidr6lises s
espectrofotometria ac UV nao sao suficientes para a iden

tificagao do © permitindo, apenas, algumas considera-

1’
¢bes sobre a sua estrutura quimica.

g C1 reaglu positivamente com reveladores comumante emn-
pregados para ldentificacaoc de fendis comoc o acido sulfa
nflico e o cloreto férrica/ferrocianeto de potdssio. Se
gundo SEIKEL (18964) esses reveladores reagem com a maio-
ria dos compostos fendlicos, nao sendo especificos para

um determinade grupo de fendis. Por ocutro lado, o Cl
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apresentou fluorescéncia azul ao UV intefnsificada com va
pores de amonia. Ainda, de acordo com SEIKEL (i3B4) g&-
sa reagao 6 apressntada pelos Acidos cindmicos & deriva-
dos. Segundo MABRY et al, (1870},esse mesma rgaggo 38
verifica para iscoflavonas nas quails falte a hidroxila i1
vre na posigac 5. GEISSMAN (1855) relata que 4cidos ci-
némicos como o cafeico, ferdlico e o dcido 3,4-dimetoxi-
cinamico apresentam essa reagdo ao UV. Essas observacoes
nos levaram a comparar os Rfs do acido cafelco, e do 3,4
~dimetoxicin&mico com os R¥s do C. em uma séris de sol-

1
ventes ( Tabela X ). Todavia, os Rfs do El e do dcido
3,4-~dimetoxicinamiceo foram iguais em apenas 4 dos § sol-
ventes empregados e com o &cido cafefco apenas em 3 sol-

ventes houve coincidéngia de Rfs,

Ainda em relagac aos reveladores, o tricleorete de antimg
nio é empregado, segundo RANDERATH (1366), na ravelacao
de fenois, terpencs e aesteroides, Assim, a reagao posi-
tiva do Cl com esses reveladores sugeriria uma substan-
cia que poderia conter, alem do anel fendlico,srupos ter

pPénicos &/cu esteroides em sua melécula,

Apds a hidrolise Acida e alcalina n&o foram positivas as
reagdes para aglcarss no hidrolisado. Este resultado pa
rece-nos indicar gue o Cl 8 uma eglicona s nas um glico-
sideo, embora, segundo HARBONE (1364), alguns glicos{~
deos femolicos s@o estaveis, durante horas, 3 hidr8lise

acida.

LDados acerca da pursza do composto devem, ainda, ser ob-
tidos para a identificagao do mesmo através de anadlises
ao infra-vermelho, espectrofotometria ao UV e espectros-

copia de massa.
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CONCLUSTES

Us estudes realizados no praesente trabalho permitiram che

gar &as seguintes conclusdes:

1.

Um composto com caracteristicas de uma fitoalexina foi
desenvolvido pelos tecidos do hospedeiro resistente,la
ranjelrs azeda, apds inoculagdo "in vitro” com o patd-

geho P,citrophthora,

Nos tecidos dos dois hospedeiros (laranjeira azeda e
laranjeirs docel, houve aclfmulo de fendis em conseguén
cia da Inoculagao, sendo esss acdmulo maior nos tecl-

dos do hospedeiro resistante..

Reagdo de hipersensibilidade foi visfivel nos ramos ing
culados do hospsdeirso resistents {laranjeira azeda) e,
em menor intensidade, nos ramos do hospedeiro susceti-

vel, demonstrando a ocorréncia de fendis oxidados.

Os resultados sugerem que o mecanismo bloeguimico de re

sist&ncia da laranjeira azeda 3 Phytophthora citroph-

thora, poderia ser,sm parte, explicado pelo desenvalvl

mento de compostos fungitdxicos sintetizados ou acumu-

lados apds a penetrac®o do patdgeno.



/. RESUMO

0 desenvolvimento de compostos neo-sintetizados e acumu-

lados apos inoculagdao com Phytcphthoré citrophtheora foi

verificade em tecidos de duss espécies citricas - Citrus

aurantium L. (laranjeira azeda) e Citrus sinensis Osbeck

(laranjeira docel), respectivamente resistente e SUSGBti
vel a esse fungo, Casca, lenho e ramos dos doils hospe-
deiros foram colocados em placas de Petri e i1noculados
com uma suspensac micelisl do fungo. Em diferentes pe-
rfodos apds a inoculacdo os tecidos foram extraidos com
Etanol 95% & guente e os extratos concentrados foram cro

matografados e bivensaiadas.

0 exame a luz ultra-violets detectou nos cromatogramas
de sxtratos de cascas e ramos de laranjeira azeda inocu-
lada, um composto fluorescents com RFf 0,30 em Benzeno ;
Eter (80:20). Esse composto foi denominado "composto 1°
(Cl] e € sintetizado pelas tecidos do hospedeirc resis-
tente 24 horas epds & inoculagaoc. A regiao do ramo im-
portante para a sintese desse composto foi a casca, nao
se observando o desenvolvimento do Cl nos tecidos do le-
nha. O Cl foi desenvolvido tambem em resposta a ‘l1lesao

mecanica nos tecidos de casca nac inoculados e incubados

por 72 horas.

0 Cl fol produzido pelos tecides de laranjeira azeds em

resposta a inoculagdo com os patdgenos Phytophthora pa-

rasitica e Phytophthora cinnamomi e nao foi produzido a-

pos a inoculagdo com os nao patogenos Phytophthaora infes

tans e Ceratocystis paradoxa,

Os tecidos de laranjeira docs n&o desenvolveram o El em

resposta & inoculagaoc com o patdgenc. Us extratos de ra
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moe e cascas cromatografados mostraram, pela observagao
dos cromatogramas ao wltravioleta, uma substdncia com
Rf 0,35 em Benzeno:Eter (80:20). Essa subaténeia foi
denominade "composto 2% [CZJ e foi determinada nos &x-

tratus de 48 e 72 horas ap0s a inoculagBo com P.ci

trophthora.

Extratos de tecidos inoculados com P.citrophthora - ra-

mos e cascas de laranjeira azeda e ramos de laranjeira
doce (72 h) - inibiram o crescimento micelisl de P.ci-

trophthora no bioensaio., Extratos de cascas inoculadas

de laranjeira doce (72 h) nao alteraram o crescimento

micelial de P.cltrophthors nos bioensasios, A agao ini-

bidora dos extratos de cescas de laranjeira azeda & con
sequencia do Cl e de substancias acumuladas ap0s inocu-
lagdo situadas na faixa 1 da cromatoplaca do extrato
cromatografado em Benzeno:Eter (80:20),., No biosensaio
com substancias dos extratos de ramos de laranjeira aze
da,separadas pela cromatografia, a inibicao foi causada

pelo C Nos extratos de laranjeira doce & inibigaoc o-

l L}
corrsu com o elufdo da regidoc das cromatofolha que can-

tem o Cz.

0 Cl inibiu o crescimente ds P.parasitica, P, cinnamomi

g do Pythium sp. As substéncias da faixa 1 inibiram o

crescimento de P.parasitica, P,cinnamomi, P,infestans ,

Helminthosporium carbonum e Colletotrichum lindenu-

thianum.

, capaz de inibir em 50% {DESD] 0

crescimento micelial de P.citrophthora foil de 75mg/l0pl.

A dosagem efetiva do C

Nac occorreu produgao do C1 pelos tecidos de LA gquando

um deos organismos foi autoclevado antes da inoculagdo.
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N Cl foi glufdo de cromatogramas e sed sspectro de ab-
sorgao ao UV wprasentou picos maximos em 258, 286 e 325

M.

0 total de fenois foi analisado por uma modificagac do
método de Folin-Denis e os resultades expresscs como e-
quivalantes de acido p-cumdrico/g de peso fresco do te-
cido. Nos extratos de casca & remes do hospedeiro re-
sistente e do hospedeiro suscetfvel os fendis aumenta-
ram em conseguéncia da inoculagzo & também pela lesao
mecdnica. 0 aumento de fendis em consequéncia da inocy
lagas foi maior nos tecidos do hospesdeiro resistente em
comparagac com 0 aumento nos tecldos do hospedelro sus-
cetfvel, opcorrendo o méximo de aclmulo de fendis nos te
cidos de ramos extraldos ap@s 46 horas da inoculagao,
Nas cascas do hospedeiro resistente inoculado o maior
aclmulo de fendis foi verificado nos extratos de 72 ho-

Tras.

Reagao de hipsrsensibilidads fel visivel nos ramos dos
dois hospedeiros 72 horas apbs a inoculagao, tsndo se 1
niciado nos ramcs de laranjelra azeda no perfiode de 24

horas de incubagdoc com o0 patogeno.

A inocculagao nas plantas mostrou que a produgac do Cl

pelos tegidos destacados des laranjeira azeda inooulados

com P.citrophthora estd condicionada & técnice de inocu

lagao, que ndo reproduz a infecgdo natural.

Festa pesquisa demonstrou gue a inoculagao de P.citroph-
thora ,nos ramos destacados de laranjeira azeda 8 laran-
Jeira doce ,acarreta nos tecidos dos dois hospedeiros um
aclimulo de substadnclas fenolicas & de fendis oxidados

com agao fungitdxica sobre o patldgeno "in vitro”, No
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hospedeiroc resilstente parece ocorrer a sintess ds um
nec-composto cujas caracteristicas sao semelhantes as

de uma fitocalexina.



8. SUMMARY

The dsvelopment of newly synthetized compounds which acou-

mulate after inoculation with Phytophthora citrophthora was

verified in tissues of two CTitrus varietiss - Citrus auran-

tium L (sweet orange) and Citrus sinensis Osbeck (sour oran

ge), respectively resistent and susceptible to this fungus.
Detached bark, wood and stems of both hosts wers placed in
Petri dishes and ipoculated with a mycslial suspsnsion of
the fungus, At different psriods after inoculation the

tissues were extracted with hot 95% Ethanol and ths concen-

trated extracts were chromatographed and bioessaysd.

A fluorescent compound with R¥ 0,30 in Benzene:Ether(80:20)
was detescted in chromatograms of bark and stems of inoculat
ed sour orange by observation under the ultraviolet light.
This compound was named Compound 1 and it was developed in
the resistant host tissues 24 hours after inoculation. Com-
pound 1 was detected only in bark extracts when bark and
wood were inoculated separatsly. Compound 1 was also deve-
loped after 72 h in response to mechanical injury in inecu -

bated and noniculated bark tissues.

Compound 1 was produced by sour orange in response to inocy

lation with the pathogens P.parasitica and P.cinnamomi, but

not after inoculation with the non-pathogens P.infestans and

C.paradoxas.

Sweet orange tissues did not develop Campound 1 in rsaponss

to inoculation with the pathogen P.citrophthora. Chromsato-

graphy of extracts from stem and bark tissues showed & com-
pound with Rf 0.36 in Benzene:Ether {(80:20) which was visible
under the UV light. This compound was named Compound 2 and
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was detected in the extracts prepared 48 h and 72 h after

inoculation with P.citrophthora.

Extracts of tissues inoculated with P.citrophthora { bark

and stem of sour orange and stem of sweet orengel} inhibit

ed the mycelial growth of P.citrophthora in the biocassay.,

Extracts of inoculated sweet orange bark tissues did not

modify the mycelial growth of P.citrophthors in the bio -

assay, An inhibitepry action of sour orange bark extracts
was caused by Compound 1 and also by substances which
accumulated after inocculation. In the bioassay of subs-
tances from sour orange stem extracts that wsre separated
by chromatography, inhibition was caused by compound 1.In
the sweet orange stem gxtracts inhibition was produced

with the chromatographed zone containing compound 2.

Compound 1 inhibited the growth of P.parasitica, P.cinnamo-

mi and Pythium sp. Substances from zone 1 of the chroma-

toplate inhibited the growth of P.parasitica, P.infastans,

H. carbonum and C,lindsmuthianum.

The effective dose (EDEDJ of Compound 1 that imhibits the
mycelial growth of P.citrophthora was 75mg/10ul.

There was no production of Compound 1 by the saur orange
tissues when one of the organisms was autoclaved bLefore

the inoculation.

The ultraviolet absorption spectrum of Compound 1 eluted
from chromatograms showed absorption peaks at 258,295 and
325nm,

The total amount of phenols was analysed by the Folin-De-

nis method and the results expressed as gquivalents of
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p-cumaric acid/g of fresh welght tissue. In extracts from
the bark and stem of the resistant and susceptible hosts
phenols increased as a conssequence of inoculation or mgcha
nical injury. The increase due to incculation was higher
in the resistant tissue than in the susceptible, and the
maximum amount of phenols was in stem tissuss 48 h after
inoculation. In the resistant incculated bark tissue, a
high increase in the total amount of phenols was verified

in the extracts 72 h after inoculation,

A hypersensitive reaction occurred in the stems of Both
hosts 72 h after inoculation which was visible in the sour
orange stems as flecks 24 h after the incubation with the

pathogen P.citrophthora,

This research shows that the inoculation of detached stem

tissues of sour and sweet orange by P,citrophthora causes

an increase of phenols in the tissues of both hosts with
fungitoxic action toward the pathogen. In the resistant
host a new compound is synthetized with characteristics of

a phytoalexin-iike suybstance.
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