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fracasso,
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nem sofrem muito,
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onde ndo conhece vitdria

nem derrota.”

ROOSEVELT, Theodore. The
strenuous life: essays and
addresses. New York: Charles
Scribner’s Sons, 1906. p. 6.
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RESUMO

Phytophthora nicotianae: acdo de meios de cultura e da qualidade da luz no
crescimento e esporulacao e aspectos fisioldégicos e bioquimicos da interacéao
com porta-enxertos citricos

A citricultura brasileira apresenta numeros bastante significativos e
expressivos, refletindo a grande importancia social e econdmica que essa atividade
agricola e industrial tem para a economia do pais. O Brasil se destaca como o maior
produtor de laranja do mundo. As plantas citricas podem ser produzidas e
multiplicadas de vérias formas e a enxertia € a forma de propagacéo vegetativa mais
utilizada comercialmente no Brasil. Dentre 0s porta-enxertos mais empregados,
sobressaem-se o citrumeleiro Swingle e a tangerineira Sunki. Apesar das vantagens
presentes nesses dois gendtipos, a producao deles esta sendo limitada por doencas
causadas por fungos e estraminipilas. Em citros, as diversas espécies de
Phytophthora sé@o responsaveis pelas doencas gomose e podriddes, principalmente
de radicelas. P. nicotianae é a espécie que mais afeta as plantas citricas no Brasil.
N&o obstante a grande importancia de P. nicotianae para 0s porta-enxertos, alguns
mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade ainda requerem mais investigacbes
cientificas. O presente trabalho visa a elucidacdo de alguns mecanismos de
resisténcia dos citros a P. nicotianae, por meio de estudos fisioldgicos e bioquimicos
dos porta-enxertos, além da acdo de meios de cultura e da qualidade da luz no
estudo da fisiologia desse estraminipila. Para isso realizou-se a detecgéo de alguns
equivalentes de compostos fendlicos através da técnica HPLC e o comportamento
do gendtipo resistente frente a possivel inibicdo da sintese de compostos fendlicos
através do tratamento das raizes do porta-enxerto Swingle com Pro-Ca; avaliou-se a
atracdo de zooOsporos de P. nicotianae por exsudatos radiculares provenientes dos
dois porta-enxertos com o uso de uma armadilha adaptada; verificou-se o
comportamento do zoosporo, a motilidade e a zoosporogénese frente a acdo de
varios compostos fendlicos e testou-se a acao de diferentes meios de culturas e da
qualidade da luz no crescimento micelial e na esporulagdo de P. nicotianae. Os
resultados revelaram que a tangerineira Sunki possui maiores quantidades de
equivalentes em apigenina que o citrumeleiro Swingle nos dois periodos de
avaliacao, para o HPLC. O porta-enxerto resistente apresentou mais equivalentes de
acido clorogénico que o gendtipo susceptivel. Quanto ao Pro-Ca, os equivalentes de
compostos fendlicos em raizes de plantulas do citrumeleiro Swingle ndo diferiram
daquelas plantas tratadas com agua. O Pro-Ca néo inibiu e ndo desativou a sintese
de compostos fendlicos. O uso do anticorpo contra a elicitina “a-plurivorina” teve
resultados intermediarios no consumo de agua por plantulas de tangerineira Sunki e
a atividade zoosporicida dos compostos fenolicos apresentou resultados variaveis no
comportamento da motilidade de zodsporos. Os compostos fendlicos escopoletina e
tricetinpentametoxi conseguiram paralisar a motilidade e proporcionaram as menores
porcentagens de zoosporogénese. O meio de cultura AA permitiu a maior TCMD,
seguido de CA e V8-CaCOs-Agar. Os maiores valores de esporulacdo foram
encontrados nesses dois Ultimos meios, respectivamente. Todas as faixas de luzes
(e a auséncia de luz) estudadas no presente trabalho podem ser avaliadas para o
crescimento micelial, porém o tratamento claro foi aquele que mais induziu a
esporulagéo de zodsporos de P. nicotianae.
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ABSTRACT

Phytophthora nicotianae: action of culture media and light quality on growth
and sporulation and physiological and biochemical aspects of the interaction
with citrus rootstocks

The Brazilian citrus industry has very significant and expressive numbers,
reflecting the great social and economic importance of this industrial and agricultural
activity has for the economy. Brazil stands out as the world’s largest orange
producer. Citrus plants can be produced and multiplied in various ways and the bud
is the form of vegetative propagation more commercially used in Brazil. Among the
most commonly used rootstocks, stand up the Swingle citrumelo and Sunki
mandarin. Despite the advantages these two genotypes present, their production is
being limited by diseases caused by fungi and estraminipilas. In citrus, all species of
Phytophthora are responsible for diseases gummosis and fibrous root rot, especially.
P. nicotianae is the kind that affects citrus plants in Brazil. Regardless of the great
importance of P. nicotianae for rootstocks, some mechanisms of resistance or
susceptibility still require further scientific investigation. This study aims to elucidate
some mechanisms of resistance of citrus to P. nicotianae, through physiological and
biochemical studies of rootstocks, beyond of action culture media and quality of light
in the physiological study of this estraminipila. To this was carried out to detect
certain equivalent of phenolic compounds by HPLC and genotype resistant behavior
against the possible inhibition of the synthesis of phenolic compounds by treatment
of the roots of Swingle rootstock with Pro-Ca; evaluated the zoospores attraction P.
nicotianae by exudates from the two rootstocks using an adapted trap; it was the
zoospore behavior, motility and zoosporogenesis to the action of various phenolic
compounds and tested the action of different culture media and quality of light on
mycelial growth and sporulation of P. nicotianae. The results for HPLC revealed that
Sunki mandarin has larger amounts of apigenin equivalents Swingle citrumelo in that
the two periods. The sturdy rootstock had more chlorogenic acid equivalents of the
susceptible genotype. As for the Pro-Ca equivalent of phenolic compounds in
Swingle seedling roots not differ from those plants treated with water. The Pro-Ca not
inhibited and not disabled the synthesis of phenolic compounds. The use of the
antibody against elicitin "a-plurivorin” had intermediate results in water consumption
by Sunki mandarin seedlings and zoosporicide activity of phenolic compounds
showed variable results in the behavior of zoospore motility. The scopoletin and
tricetinpentametoxi phenolic compounds managed to paralyze the motility and
provided the smallest percentages of zoosporogenesis. The culture medium AA
allowed greater DMGR, followed by CA and V8-CaCO3-Agar. The highest
sporulation values were found in the last two media, respectively. All lights tracks
(and the absence of light) studied in this work can be evaluated for mycelial growth,
but the treatment light was that more induced sporulation of zoospores of P.
nicotianae.

Keywords: HPLC; Physiological characterization; Quality of light; DMGR; Trap; Root
exudates; Zoospores; Zoosporicide activity
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira, de maneira geral, apresenta numeros bastante
significativos e expressivos, refletindo a grande importancia socioeconémica que
esta atividade agricola e industrial tem para a economia do pais. Dentre todas as
frutiferas de destaque para a economia do Brasil, a citricultura, como setor
especifico econémico, se comporta com bastante relevancia, pois essa cultura é
produzida em varios estados da federacdo e o Estado de S&o Paulo se sobressai
como um dos grandes produtores dessa importante commodity agricola de carater
internacional.

Para o ano de 2013, a Divisdo de Estatistica [Statistics Division (SD)] da
Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura [Food and Agriculture Organization
(FAO)] das Nacdes Unidas [United Nations (UN)] relata que a éarea colhida de
espécies comestiveis de citros (incluindo toranjas, pomelos, limdes, limas, laranjas e
tangerinas) foi de 39.504.427 ha, com uma producdo estimada em torno de
566.662.861 toneladas (FAO, 2015). De acordo com os dados do Foreign
Agricultural Service (FAS) do United States Department of Agriculture (USDA), para
0 ano agricola 2014/2015, o Brasil se destaca como o maior produtor mundial de
laranja, seguido da China, Estados Unidos da América, México e Egito,
respectivamente (USDA, 2015).

As safras da laranja produzidas no Estado de S&o Paulo sdo encaminhadas,
em sua maior parte, para o processo de esmagamento, com a finalidade de produzir
suco concentrado, que é imediatamente congelado. Um detalhe interessante é que
grande parte dessa producdo é destinada a exportacdo para importantes mercados
consumidores, como os Estados Unidos da América e paises da Zona do Euro
(TAVARES, 2006; IBGE, 2013).

No ano agricola de 2013, de acordo com os dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), o valor da producdo total de laranjas
(R$4.765.624.000) correspondeu a 20,5% de participacdo no total do valor da
producdo das frutas (em reais) de todas as espécies frutiferas de interesse
agronémico plantadas no pais (IBGE, 2013). A safra nacional estimada para o ano
de 2015 foi de, aproximadamente, 13.809.684 toneladas (338.473 de caixas de 40,8

kg), apresentando uma variacdo negativa de 6,9%, em relacdo a safra colhida no
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ano de 2014. Ainda para o ano de 2015, a &rea estimada foi em torno de 614.467
ha, com produtividade média de 22.474 kg/ha (IBGE, 2015).

O Estado de Sé&o Paulo, com 66,7% de participacdo na producéo nacional, é
0 maior produtor do pais e produzira, em 2015, 9.208.186 toneladas (225.691
caixas). Os outros principais estados da federacao produtores de laranja, em ordem
decrescente serdo Minas Gerais (998.422 t), Bahia (985.650 t), Parana (980.000 t),
Sergipe (590.520 t) e Rio Grande do Sul (364.234 t), respectivamente. Esses seis
estados serao responsaveis por 95,0% da producédo de laranja do pais (IBGE, 2015).

Ha& outras frutas correlatas, como o liméo e a tangerina, que renderam no ano
de 2013, os valores de R$686.554.000 e R$636.089.000, respectivamente. Valores
esses, muito aquém, quando comparado ao valor financeiro da producdo da laranja,
porém é muito significativo, quando inserido dentro desse grupo de frutas (IBGE,
2013).

De acordo com Amaro e Baptistela (2010), no ano de 2009, 61% dos porta-
enxertos utilizados no Estado de S&do Paulo eram de limoeiro Cravo, seguido do
citrumeleiro Swingle que correspondeu a 23%, enquanto que 10% dos “cavalinhos”,
como também sdo conhecidos o0s porta-enxertos, eram de tangerineira Sunki,
mostrando que houve aumento gradual no uso dessas duas Ultimas espécies de
citros. Ademais, para todas as espécies citricas adotadas como porta-enxertos no
Brasil, atualmente, constata-se uma manutencdo na tendéncia quanto a
diversificacao dos genotipos utilizados para tal fim (OLIVEIRA et al., 2008a).

Apesar das vantagens presentes nesses dois genétipos de citros acima
citados e que servem de base para o presente estudo de doutorado (Swingle e
Sunki), a producdo deles como porta-enxertos para a formacéo final das mudas
citricas estd sendo limitada principalmente pela presenca problemas de ordem
fitossanitaria. E dentre estes, se destacam as doencas causadas por fungos e
estraminipilas.

As doencas que estao atuando como fatores limitantes para alguns dos porta-
enxertos utilizados na citricultura paulista, predominam aquelas causadas por
diversas espécies do género Phytophthora de Bary. Apesar da grande importancia
do complexo de doengas que as espécies de Phytophthora causam aos gendtipos
de citros no Brasil, alguns mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade dos porta-
enxertos a espécies desse género ainda nao sao bem claros, sdo desconhecidos ou

estdo poucos elucidados, o que requerem mais investigagdes cientificas (GRAHAM,
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1990, 1995; WIDMER; GRAHAM; MITCHELL, 1998). A compreensdo das varias
caracteristicas do ataque de P. nicotianae Breda de Haan em citros, a exemplo, das
fisiolégicas, pode levar ao desenvolvimento de técnicas de controle mais eficientes e
também ao fornecimento de informacfes para esclarecer o papel do patégeno
durante a interagdo com esses hospedeiros citricos (ROSA et al., 2007).

Para a parte bioquimica da interacdo entre porta-enxertos citricos e
Phytophthora spp., ha varios estudos, visando a interacdo dos compostos
bioquimicos, como as fitoalexinas, atuando na linha de defesa das plantas,
entretanto, ainda sdo pouco estudadas e conhecidas as relacbes dessas
substancias com genétipos especificos de citros, assim como, a acdo de outros
compostos produzidos e exportados durante essa interacdo (MEDINA FILHO et al.,
2004, SIVIERO, 2001).

Em vista dos fatos relatados e da grande importancia da cultura para a
economia brasileira e do patdégeno para a citricultura, faz-se necesséario mais
estudos para estudar os eventos fisiologicos e bioquimicos da interacdo entre os
porta-enxertos citricos resistente e susceptivel a prodriddo radicular, assim como,
verificar com mais detalhes a fisiologia desse estraminiplia frente a acdo de meios de

cultura e da qualidade da luz.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséao bibliografica

2.1.1 Origem, classificacdo botanica da familia Rutaceae, condi¢cdes

edafoclimaticas de cultivo e variedades utilizadas em plantios comerciais

As plantas citricas, como as do género Citrus L., os kunquats (pertencentes
ao género Fortunella Swingle), o trifoliata (Poncirus Raf.), entre outros géneros
correlatos a subfamilia Aurantioideae (= Citroideae), familia Rutaceae, sé&o
originarias das regibes tropicais e subtropicais do sudeste do continente asiatico,
com varios ramos filogenéticos espalhados pelo mundo (em direcdo a outros
continentes), que se estendem da regido central da China ao Japé&o, assim como do
Leste da india, em direcdo ao arquipélago malaio até Nova Guiné, passando pela
Australia e Africa Tropical (CHAPOT, 1975; MABBERLEY, 1997; SCORA, 1975;
SOOST; CAMERON, 1975; SWINGLE; REECE, 1967; WEBBER, 1967). Outros
centros de origem das espécies citricas também séo citados na literatura, como o
norte e o nordeste da regido Indo-Burma (india e Birmania, atual Myanmar) e a
regido de Yunnan (sul da China), que é apontada como ponto inicial de um grande
namero das espécies selvagens descritas para essa subfamilia botanica (GLIDDEN,
1937; GMITTER JUNIOR; HU, 1990; SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT, 1996;
WEBBER, 1967).

A mais recente classificacdo para a familia Rutaceae € a do sistema de
Thorne (2000), que reconheceu trés subfamilias: Rutoideae (120 géneros),
Aurantioideae (30 géneros), e Spathelioideae (5 géneros), com cerca de 1.650
espécies. Essa familia, de maneira geral, estd amplamente distribuida nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas da Terra, sendo mais abundante na América
tropical, Sul da Africa e Austrdlia (PIRANI, 1982). No Brasil, Rutaceae, é
representada por aproximadamente 29 géneros botanicos, além de 182 espécies
descritas, com algumas de importadncia medicinal, ecologica e principalmente
econOmica (BARROSO et al., 1984; CAMPELO et al., 2013).

A taxonomia dos citros é complicada devido a ocorréncia da hibridagéo e
apomixia das espécies dessa familia, sendo que para muitos hibridos estaveis é

concedido o status de espécies, de modo que 0 numero destas espécies
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comestiveis reconhecidas para o género Citrus varia de 1 a 162 (MABBERLEY,
1997). Swingle e Reece (1967) divulgaram um dos melhores trabalhos, até hoje
publicado, sobre a biologia de Citrus e dos géneros correlatos. Esses autores
caracterizaram, pela morfologia, todos o0s niveis hierarquicos da subfamilia
Aurantioideae (tribos, subtribos, grupos, géneros, subgéneros, secbes, espécies,
variedades e hibridos), reconhecendo dez espécies de Citrus, com frutos
comestiveis e estames conatos na base (Citrus subgénero Citrus, anteriormente
Eucitrus), a saber: C. aurantifolia Christm., C. aurantium L., C. indica Tanaka, C.
maxima Merril, anteriormente C. grandis Osbeck, C. limon (L.) Burm., C. medica L.,
C. paradisi Macfad., C. reticulata Blanco, C. sinensis Osbeck e C. tachibana (Mak.)
Tanaka (MOORE, 2001) e seis espécies, com frutos acres, ndo comestiveis e
estames livres (Citrus subgénero Papeda), que sao esses: C. ichangensis Swingle,
C. latipes (Swingle) Tanaka, C. micrantha Wester, C. celebica Koord., C. macroptera
Montr. e C. hystrix (“Citrus histrix”) DC.

A citricultura, do ponto de vista convencional, é praticada em diferentes
regides do mundo e em consequéncia desse cultivo, a cultura passou por uma
adaptacdo as distintas condicdes climéaticas, desde o clima tropical, subtropical até o
equatorial, com plantios localizados nas regifes Umidas e éaridas (SENTELHAS,
2005).

As plantas citricas, embora, possuam determinadas exigéncias edéficas, elas
adaptam-se bem aos varios tipos de solos, desde que tenham boa porosidade,
permeabilidade, além de ndo exercer limitages fisicas ao desenvolvimento do
sistema radicular das plantas. Citros tém bom desempenho em solos do tipo
arenoargilosos, mas também sédo cultivados em solos muito arenosos e argilosos,
porém o que ajuda bastante nessa adaptacéo, aos diferentes tipos de solos, é 0 uso
de diferentes porta-enxertos (AZEVEDO, 2003; OLIVEIRA, 1991).

Na atualidade, o cultivo de citros é realizado em uma ampla faixa ao redor do
mundo, compreendida entre os paralelos 40° N e 40° S (AGUSTI, 2003), todavia, as
principais areas produtoras de citros concentram-se nas regides subtropicais, em
latitudes que sdo superiores a 20° N ou 20° S (DONADIO; MOURAO FILHO;
MOREIRA, 2005), sendo que nessas areas, a temperatura de cultivo oscila entre 25
a 30 °C, consideradas 6timas para a atividade fotossintética da planta (AGUSTI,
2003).
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Os citros mais utilizados em plantios comerciais estao distribuidos em seis
grupos bésicos: laranjas, tangerinas, limdes, limas &cidas, pomelos e outro de menor
importancia, como a lima comum. O grupo das laranjas doces (C. sinensis)
apresenta maior expressividade e predominam na maioria dos paises citricolas, com
aproximadamente dois tergos dos plantios, e, no Brasil, em particular, no Estado de
Sé&o Paulo, esse grupo de variedade copa encontra boas condi¢bes de solo e de

clima para o cultivo comercial (P10 et al., 2005).

2.1.2 Propagacéo de plantas citricas e porta-enxertos

As plantas citricas, voltadas para o interesse agrondémico e econdmico,
podem ser produzidas e multiplicadas de varias formas. No geral, isso se da por
sementel, estaquia, alporquia, cultivo de tecidos e enxertia de borbulhas? em porta-
enxertos produzidas por meio de sementes. Essa Ultima forma de propagacéo
vegetativa € a mais utilizada comercialmente no Brasil (MACHADO FILHO et al.,
2003; POMPEU JUNIOR, 2005; SOOST; CAMERON, 1975).

A enxertia, como método, consiste em unir duas ou mais partes de tecidos,
mais precisamente, dois materiais vegetais geneticamente distintos, com a finalidade
de que a unido destas partes possa constituir uma nova planta, levando esta, a
compartilhar uma série de fatores essenciais a sobrevivéncia de ambas as partes
(SCHAFER; BASTIANEL; DORNELLES, 2001). Uma planta enxertada compde-se
de duas partes principais: o cavaleiro ou garfo, também chamado de enxerto; e, o
cavalo, “cavalinho” ou patrdo, ou seja, 0 porta-enxerto, propriamente dito. O
cavaleiro, geralmente, € um fragmento ou parte da planta que se pretende multiplicar
por enxertia. Ao passo que o cavalo é representado por uma planta jovem, bastante
rdstica e resistente as condicbes adversas de fitossanidade (CESAR, 1996).

Essa técnica tem papel determinante no desempenho, no porte e na

longevidade das plantas, pelas inUmeras vantagens que apresenta. Dentre essas

lExistem duas formas de propagacdo de citros por sementes: a primeira € a via sexual, gamica,
seminipara, também conhecida pelo nome de reproducdo ou propagacdo sexuada por
autopolinizacdo (autégama) e polinizagcdo cruzada (alégama) e a segunda forma é a via assexual ou
agamica, através da producdo de sementes por agamospermia, por apomixia nucelar adventicia
(quando o 6vulo ndo é fecundado, com as sementes geneticamente iguais as da planta-mae)
(ACQUAAH, 2007).

2Esse Ultimo tipo de multiplicacdo de plantas, também é denominado de via assexual ou agamica,
além de ser conhecido como multiplicacdo ou propagacdo vegetativa por érgdos especializados
(ACQUAAH, 2007).
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vantagens agrondmicas, pode-se citar a obtencdo de plantas com uniformidade
genética e idénticas a planta-m&e; a precocidade no inicio da producdo e na
gualidade da fruta produzida (maturacdo, peso dos frutos, coloracdo da casca e do
suco, teor de acucares, de acidos e de outros componentes do suco). Ademais, com
a selecdo do porta-enxerto correto, favorece-se o aumento da produtividade e maior
resisténcia ou tolerancia a condi¢des desfavoraveis de clima, solo, insetos-praga e
doencas, entre outros fatores relevantes (POMPEU JUNIOR, 2005; SOOST;
CAMERON, 1975; STAMATO JUNIOR, 2007).

Para Oliveira et al. (2008b), no Brasil, praticamente 100% dos porta-enxertos
citricos, de uso comercial, sdo obtidos a partir de sementes. A utilizacdo das
técnicas de micropropagacéao e da estaquia, somente ocorre em casos excepcionais,
de modo mais preciso, em experimentos voltados para a pesquisa.

O uso de plantas citricas enxertadas, nos campos de producdo, deu-se no
inicio do século XX, quando a citricultura brasileira alcangou enorme expressao de
cunho comercial. Antes disso, a propagacdo era realizada utilizando os famosos
pés-francos, que tem a desvantagem de demorar bastante tempo para entrar na fase
plena de producgéo (OLIVEIRA et al., 2008b).

A utilizag&o de porta-enxertos, do ponto de vista racional, foi impulsionada em
decorréncia de varios fatores, como os problemas fitossanitarios decorrentes dos
danos causados por Phytophthora sp., que determinaram o uso de porta-enxertos
tolerantes a estes “fungos”; a juvenilidade das plantas enxertadas, definida como o
periodo que antecede a entrada desta na fase de florescimento ao longo da vida; e,
a variabilidade genética dos porta-enxertos, pelo fenébmeno da poliembrionia nucelar,
gue proporciona melhor manejo das plantas, além de um pomar mais uniforme
(CARLOS; STUCHI; DONADIO, 1997a, b). Tudo isso, deu-se, também em
consonancia com o conhecimento acumulado, ao longo do tempo, das vantagens do
processo de enxertia (POMPEU JUNIOR, 1991). Para esse mesmo autor, a
potencialidade produtiva do género Citrus é determinada principalmente pela
combinacdo compativel entre copa e porta-enxerto.

Grande variedade de espécies dos grupos citricos € utilizada como porta-
enxerto no Estado de Sao Paulo, como laranjeiras doces e azedas (C. aurantium L.),
limeira da Pérsia (C. limettioides Tanaka), limoeiro Cravo (C. limonia Osbeck),
Volkameriano (C. volkameriana V. Ten. & Pasqg.) e Rugoso (C. jambhiri Lush.),

tangerineiras Cleopatra (C. reshni hort. ex Tanaka), Sunki (C. sunki (Hayata) hort. ex
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Tanaka), Oneco (C. reticulata Blanco) e Sun Chu Sha (C. reticulata Blanco),
tangeleiro Orlando (C. tangerina hort. ex Tanaka x C. paradisi Macfad.), trifoliatas
[Poncirus trifoliata (L.) Raf.], citrangeiros Troyer e Carrizo [P. trifoliata (L.) Raf.] x [C.
xsinensis (L.) Osbeck] cvs. Washington Navel e Kuharske, C-32 e C-35 [P. trifoliata
(L.) Raf.] x [C. xsinensis (L.) Osbeck] cv. Ruby, Benton [P. trifoliata (L.) Raf.] x [C.
xsinensis (L.) Osbeck] cv. Ruby Blood, citrumeleiros Swingle [C. paradisi Macfad. cv.
Duncan x P. trifoliata (L.) Raf.], citrandarinzeiro X—639 [C. reshni hort. ex Tanaka x
P. trifoliata (L.) Raf.], alemowzeiro (C. macrophylla Wester), pomeleiros (C. xparadisi
Macfad.), toranjeiras [Citrus xparadisi Macfad. (C. maxima x C. xsinensis)] e
assemelhados. Além desses, outros porta-enxertos sao utilizados, como a
tangerineira Vermelha Hongju (C. tangerina hort. ex Tanaka), o Yuzu (C. junos
Siebold ex Tanaka), a Shekwasha [C. depressa Hayata; C. pectinifera (Hayata)
Tanaka], a Gajanimma (C. pennivesiculata Lush.), os kunquats e a Calamondin (C.
madurensis Lour.) (POMPEU JUNIOR, 2005).

2.1.3 Os porta-enxertos citrumeleiro Swingle e tangerineira Sunki

Em decorréncia das observacdes e pesquisas realizadas por citricultores,
viveiristas e pesquisadores, respectivamente, existem, nos dias atuais, varias
selecBes de porta-enxertos citricos, 0s quais possuem caracteristicas horticulturais
bem distintas e significativas, cabendo aos agricultores fazer as escolhas mais
adequadas para suas condi¢cdes de uso e cultivo. (OLIVEIRA et al., 2008c). Outros
ensaios foram ou vém sendo conduzidos, com o objetivo de testar as diferentes
combinac¢des de cultivares, que servem como copa e porta-enxertos as diferentes
condi¢cBes edafoclimaticas, fitossanitarias e de outras naturezas correlatas existentes
(SCHAFER; BASTIANEL; DORNELLES, 2001).

No ano de 2001, foi relatado pela primeira vez o surgimento de uma nova
doenca — a morte subita dos citros (MSC) (CENTRO DE CITRICULTURA SYLVIO
MOREIRA, 2001; FERNANDES; BASSANEZI, 2001; MULLER et al., 2002a, b). Em
decorréncia desse fato, houve a perda significativa de milhdes de plantas citricas
enxertadas sobre limoeiro Cravo, até entdo, o porta-enxerto mais utilizado na
citricultura do Estado de Séao Paulo (este representava aproximadamente 85% das
200 milhdes de arvores existentes naquele ano) e, dessa forma, houve um novo

impulso para a diversificacdo do uso de porta-enxertos tolerantes e resistentes para
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essa doenca e outras, como o declinio, a tristeza e a gomose, além do ataque de
nematoides. Em vista disso, aumentou consideravelmente a utilizacdo nos plantios
citricos, dos porta-enxertos citrumeleiro Swingle e da tangerineira Sunki
(BASSANEZI; FERNANDES; YAMAMOTO, 2003a, b; YAMAMOTO; BASSANEZI,
2006,2007).

O citrumeleiro Swingle é um hibrido obtido em Eustis, Estado da Florida
(Estados Unidos da América), no ano de 1907, pelo cientista Walter Tennyson
Swingle, que polinizou flores de pomeleiro “Duncan” com pélen de flores de trifoliata.
O hibrido resultante foi denominado de CPB 4475. Em 1° de abril de 1974, o
Agricultural Research Service (ARS) do United States Department of Agriculture,
lancou para viveiristas e produtores de citros, o porta-enxerto comercial citrumeleiro
Swingle, que foi descrito como um “porta-enxerto ultraresistente” (HUTCHISON,
1974; HUTCHISON; WUTSCHER; CARPENTER, 1974).

Na citricultura paulista, o citrumeleiro Swingle é o segundo porta-enxerto mais
utilizado, atualmente, e tem como caracteristicas marcantes sua tolerancia a MSC
(neste caso, ele € usado como subenxerto), resisténcia ao nematoide dos citros
(Tylenchulus semipenetrans Cobb, 1913) e ao nematoide das lesdes radiculares dos
citros (Pratylenchus jaehni Inserra, Duncan, Troccoli, Dunn, dos Santos, Kaplan &
Vovlas, 2001) e, principalmente aos fungos do género Phytophthora, agente causal
da doenca conhecida como gomose, entre outras, uma vez que a sua resisténcia,
observada nos plantios comerciais e em condicdes experimentais, € igual ou
superior a dos porta-enxertos citricos que sao substituidos, como os de trifoliata e os
citrangeiros Troyer e Carrizo (AMARO; BAPTISTELA, 2010; CALZAVARA; SANTOS;
FAVORETO, 2007; CASTLE et al., 1988; KAPLAN; O'BANNON, 1981; SALIBE;
JAEHN, 1996; THOMIDIS; EXADAKTYLOU; SOTIROPOULOS, 2005; TIMMER;
MENGE, 1988).

Outras caracteristicas desse genotipo residem no fato de o mesmo ter de
baixa a média resisténcia a seca e moderada resisténcia as geadas; boa resisténcia
ao frio; inducdo de média precocidade de producdo; alta qualidade e producédo de
fruto; alto rendimento de suco; formacdo de plantas de tamanho pequeno a médio,
com alta longevidade; tolerancia ao virus da tristeza (Citrus tristeza virus, CTV) e ao
viroide da xiloporose [Citrus viroid Il (CVvd-Il), variante de Hop stunt viroid (HSVd)];
intolerancia a exocorte (Citrus exocortis viroid, CEV) e ao declinio dos citros, além da

maturacdo fisiologica das sementes ocorrer entre os meses de maio a julho. O
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citrumeleiro Swingle também é indicado para solos arenosos e argilosos (CASTLE et
al., 1988: FIGUEIREDO et al., 2002; POMPEU JUNIOR, 2005; SCHAFER;
BASTIANEL; DORNELLES, 2001; SOUZA; SCHWARZ; OLIVEIRA, 2010).

A tangerineira Sunki (sinbnimos: C. reticulata Blanco var. austera Swingle, C.
nobilis Lour. var. sunki Hayata, C. aurantium L. var. sunki Makino & Nemoto)
(HANELT; BUTTNER; MANSFELD, 2001), também conhecida como “Suen Kat” e
“Sun Kat”, foi reclassificada, em 1927, pelo botanico e micologista japonés
Chozaburo Tanaka (latinizado para Tyb6zaburé Tanaka) (TANAKA, 1927). A espécie
é originaria do sul da China e amplamente empregada como porta-enxerto naquele
pais e em Taiwan (HODGSON, 1967; TANAKA, 1954). O grande problema da
utilizacdo de Sunki, como porta-enxerto, € a sua alta susceptibilidade a gomose ou
podriddo das raizes e do tronco (AGUILAR-VILDOSO; POMPEU JUNIOR, 1997;
CARVALHO et al., 1997; FEICHTENBERGER, 2001). Portanto, trata-se de um
porta-enxerto tdo ou mais susceptivel a essas doencgas que as laranjeiras doces.

Outras caracteristicas pertinentes a tangerineira Sunki € que este gendtipo
possui diversas caracteristicas desejaveis, como comportamento semelhante a
tangerina “Cledpatra” no tocante a formagao de copa; € bastante sensivel a seca;
tem alta resisténcia ao frio; € tolerante a solos salinos; induz tardiamente a entrada
em producao; apresenta média producdo; tem elevado vigor, alta qualidade e boa
produtividade de frutos, quando em combinacfes com copas de laranjeiras, mas
especificamente para a variedade Péra, para tangerineiras e pomeleiros (POMPEU
JUNIOR, 1980); forma plantas de tamanho médio, com média longevidade; possui
baixa resisténcia ao declinio; possui tolerancia a tristeza, exocorte, xiloporose, ao
declinio e a morte subita dos citros; resistente ao nematoide dos citros. As sementes
da tangerineira Sunki amadurecem de abril a maio, com reduzido namero de
sementes viaveis por fruto, geralmente, com quatro sementes, em média, 0 que se
torna uma restricdo para o seu cultivo. Esse porta-enxerto € indicado para solos
argilosos (AGUILAR-VILDOSO; POMPEU JUNIOR, 1997; CARVALHO et al., 1997;
CASTLE et al.,, 1993; FIGUEIREDO et al., 1997; MEDINA FILHO et al., 1992;
POMPEU JUNIOR, 1980; 1991; POMPEU JUNIOR, 2005; SOARES FILHO et al.,
2000; SOUZA; SCHWARZ; OLIVEIRA, 2010; WEILER et al., 2009).

Apesar de algumas vantagens presentes nesses dois genoétipos de citros
acima citados e de outros, a producéo deles como porta-enxertos para a formacgéo

final de mudas citricas, destinadas a pomares comerciais, esta sendo limitada, no
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Brasil e em diversos paises citricolas do mundo, principalmente pela presenca de
diversas doencas de origem bidtica e abidtica.

Dentre as doencas de procedéncia bidtica, onde os fitopatdgenos sao mais
especificamente de ambiente edafico e, que estdo atuando como fatores limitantes
para alguns dos porta-enxertos utilizados na citricultura, atingindo, sobremaneira,
diretamente a produtividade final dos frutos, destacam-se aquelas causadas por
diversas espécies do género Phytophthora.

2.1.4 Doengas incitadas por Phytophthora e sua interagdo com o hospedeiro

citrico

P. nicotianae, assim como muitas outras espécies do género Phytophthora, o
qgual foi descrito orginalmente por de Bary (1876a, b), quando este determinou,
definitivamente, o agente etiolégico da requeima da batateira [Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary em Solanum tuberosum L.], é um fitopatégeno destruidor
de plantas, atuando como necrotrofico facultativo [a etimologia do nome do género
Phytophthora vem do grego: @utév (phyton = planta) e @Bcipw (phthora =
destruidor)].

Esse agente causal € polifago e cosmopolita, possui uma ampla gama de
hospedeiros, causando danos em cultivos agricolas ou em ecossistemas naturais no
Brasil e no mundo, tem natureza de carater policiclico ao ocasionar uma epidemia,
sobrevive por muito tempo no solo, por meio das estruturas de resisténcias, como
clamidbsporos e odsporos (esporos sexuais), além de atuar, como um importante
fitopatogeno da parte aérea das plantas (infectando caule, ramos, folhas, flores,
frutos e vagens, quando o in6culo atinge esses 6rgaos), e, principalmente, como
fitopatdgeno habitante do solo, atacando as raizes e a regido do coleto das plantas
de inumeras culturas, o que faz dessa espécie, uma das mais importantes nas
regides de climas tropicais, subtropicais e temperados de todo o mundo, em termo
de distribuicdo geogréfica (HALL, 1994; LUDOWICI et al.,, 2013; MICHEREFF;
PERUCH; ANDRADE, 2005; SANTOS, 2010).

Dentre as espécies de Phytophthora, P. nicotianae é a que tem o maior
circulo de hospedeiros, com o registro em mais de 255 géneros botanicos, em 90
familias diferentes, principalmente Solanum lycopersicum L., Nicotiana tabacum L.,

Capsicum annuum L. e Citrus sp. Um grande numero de outras culturas agricolas e
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ornamentais também € afetado, incluindo abacateiro (Persea americana Mill.),
abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merr.], algodoeiro (Gossypium L. sp.),
berinjeleira (S. melongena L.), cajueiro (Anacardium occidentale L.), durianzeiro
(Durio zibethinus L.), goiabeira (Psidium guajava L.), macieira (Malus domestica
Borkh.), mamoeiro (Carica papaya L.), morangueiro (Fragaria L. sp.), pistacheiro
(Pistacia vera L.), entre outras culturas (HALL, 1994; LUDOWICI et al., 2013).

Nesses diversos hospedeiros, o “fungo” causa varios sintomas, como murcha,
tombamento (damping off), podriddo do coleto, necrose das raizes e radicelas,
gueima, mancha e podridao foliar e podriddo-marrom dos frutos (CLINE; FARR,;
ROSSMAN, 2008; FARR; ROSSMAN, 2014; OLIVEIRA, 2008). A lista de
hospedeiros dessa espécie tende a ser ampliada constantemente com novos
registros de associacdes entre plantas e o fitopatdgeno, em todo o mundo.

As espécies do género Phytophthora deixaram de ser consideradas fungos
verdadeiros hd um certo tempo, depois passaram a fazer parte do reino Chromista e
atualmente estdo classificadas no reino Straminipila, subreino Chromophyta, filo
Heterokonta, subfilo Peronosporomycotina, classe Peronosporomycetes, subclasse
Peronosporomycetidae, ordem Pythiales, familia Pythiaceae, de acordo com a
classificagao proposta por Dick (2001). Por outro lado, a classificacado proposta pelo
site Index Fungorum (acesso em: 06 nov. 2014) é diferente. As espécies, do género
em questdo, fazem parte do reino Chromista, filo Oomycota, subfilo Incertae sedis,
classe Peronosporea, subclasse Peronosporidae, ordem Peronosporales, familia
Peronosporaceae.

Em citros, as diversas espécies de Phytophthora sdo responsaveis pelo
tombamento, mela ou “damping off’, de ocorréncia, nas sementeiras dos porta-
enxertos; por lesbes em folhas, brotacdes e hastes em plantas presentes nos
viveiros; pela podriddo-parda das frutas e por outros danos que podem ocorrer na
planta citrica. As mais sérias manifestacdes fitopatoldgicas causadas pelo “fungo”
nos pomares, genericamente sdo denominadas de gomose e, sao conhecidas como
podridées do colo, do tronco, das raizes e radicelas (FEICHTENBERGER, 2001,
FEICHTENBERGER et al., 2005; NAQVI, 2004; POMPEU JUNIOR, 2005; SAVITA;
NAGPAL, 2012).

Essa doenca afeta todas as variedades citricas e esta presente em todas as
regides citricolas do mundo. Os primeiros sintomas da doencga se manifestam com o

escurecimento e a morte de pequenas regides da casca do caule com exsudacao de
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goma no colo, principalmente em porta-enxertos susceptiveis (MEDINA FILHO et al.,
2003). As lesbes (rachaduras e fendilhamentos longitudinais) causadas por
Phytophthora em plantas de citros podem causar o anelamento das raizes, pois 0
“fungo” invade os tecidos mais tenros das pontas das raizes (na regido lisa ou de
crescimento, onde ocorre o alongamento celular das células multiplicadas na ponta
protegida pela coifa) (ESCANFERLA, 2011), com a infeccdo avancando até os
tecidos externos do cortex, sem que haja o comprometimento da parte central
lenhosa das raizes, indo em direcdo ao tronco, circundando-os, nas infeccdes
severas. Isso faz com que a planta figue incapaz de se desenvolver normalmente,
uma vez que ocorre a deterioracdo do sistema radicular fibroso. Dessa forma, ha
impedimento do fluxo da seiva elaborada das folhas para as raizes, assim como
ocorre a insuficiéncia na substituicdo de raizes pela planta, levando esta, ao rapido
declinio. Todo esse ciclo pode se repetir, desde que as condicbes sejam favoraveis,
com tecido vegetal susceptivel e disponivel para novas colonizactes, fazendo com
gue a planta inicie, até entdo, um processo de crescimento atrofiado. Em
consequéncia desse impedimento e dessa falta de substituicdo radicular, as raizes
morrem e na parte aérea ocorrem os sintomas foliares tipicos da doenca, com 0s
sintomas reflexos de deficiéncias nutricionais, como a descoloracdo das nervuras e 0
amarelecimento das folhas, que murcham e secam, provocando, definitivamente, a
morte da planta. Em outras situacfes ocorre a desfolha e a seca dos ramos
(ALENCAR, 1941; FEICHTENBERGER, 2001; FEICHTENBERGER et al., 2005;
NAQVI, 2004; POMPEU JUNIOR, 2005; ROSSETTI, 1947-1948; SAVITA; NAGPAL,
2012; TIMMER; GARNSEY; BROADBENT, 2003; TIMMER; MENGE, 1988).

O “fungo” causa na planta, florescimentos e frutificacdes frequentes, além de
extemporaneos; também ocasiona a producado de frutos pequenos, de casca fina e
de maturacdo precoce. Em frutas, as podriddes sédo secas, de coloracdo marrom-
parda e com cheiro tipico de rancgo (acre). Em condicdes de alta umidade, micélio de
coloracéo branca se forma sobre a casca do fruto infectado (FEICHTENBERGER et
al., 2005; POMPEU JUNIOR, 2005).

As frutas localizadas nas partes inferiores da copa da planta (conhecida como
baixeiro) podem ser infectadas por estruturas do patégeno produzidos na superficie
do solo e que séo envolvidas por particulas deste. Com a agédo dos respingos de
agua, provenientes da irrigagdo ou das chuvas, os propagulos sdo carregados até a

superficie dos frutos, iniciando o processo infectivo e causando as chamadas
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podriddes secas. As frutas infectadas geralmente caem, embora algumas
permanecem mumificadas na planta por longos periodos. A podriddo parda pode
ocorrer em frutas de todas as cultivares citricas; contudo, os limdes verdadeiros
sejam os mais afetados por esta doenca (FEICHTENBERGER et al., 1992, 2005;
POMPEU JUNIOR, 2005).

A podridao de raizes e de radicelas pode ocorrer tanto em viveiros quanto em
pomares, em plantas de todas as idades, todavia, as plantas mais jovens sdo as
mais sensiveis, devido a tenricidade dos tecidos (FEICHTENBERGER et al., 2005;
LARANJEIRA et al., 2005; POMPEU JUNIOR, 2005). A utilizagdo de mudas
produzidas em viveiros que estdo contaminados é um dos principais fatores
responsaveis pela elevada incidéncia das doencas incitadas por Phytophthora spp.
em cultivos comerciais, pois nos viveiros, onde a irrigacao € intensa, aliada a altas
densidades de plantio, sdo condicbes favoraveis e ideais para a proliferacdo do
patégeno e incidéncia da doenca. As espécies desse género sdo encontradas com
bastante frequéncia nas inspec¢des realizadas nos viveiros de mudas citricas do
Estado de Sao Paulo (FEICHTENBERGER, 2001; FEICHTENBERGER et al., 2005;
TIMMER et al., 1991; TIMMER; GARNSEY; BROADBENT, 2003).

A gomose de Phytophthora se constitui em uma das mais antigas doencas
dos citros ja registradas no mundo, pois os primeiros relatos de doencas em plantas
de citros com os sintomas semelhantes aos causados por Phytophthora datam do
ano de 1646 (FAWCETT, 1923) e, no Brasil, o primeiro relato de gomose causando
doencga em citros foi realizado por Averna-Sacca (1912; 1917), cujo agente causal foi
descrito como sendo a bactéria Bacterium gummis Comes 1884 (ALENCAR, 1941;
FAWCETT, 1923; SIVIERO; FURTADO; MACHADO, 2002).

Em conformidade com o que foi relatado anteriormente, entre as espécies de
Phytophthora que mais afetam as plantas citricas no Brasil, causando as podriddes
de raizes e radicelas em diversos genoétipos de citros, sdo P. citrophthora (R.E. Sm.

& E.H. Sm.) Leonian e P. nicotianae (epiteto mais antigo)3, que, por sua vez, tem

3Jacob van Breda de Haan, um renomado cientista holandés, descreveu essa espécie pela primeira
vez, no ano de 1896, causando doenga em folhas de tabaqueira na Indonésia. Ao agente causal, ele
chamou de P. nicotianae (van BREDA DE HAAN, 1896).

O cientista de origem indiana, Jehangir Fardunji Dastur, em 1913, descreveu um micro-
organismo fitopatogénico bem similar a P. nicotianae, causando doengas em plantas de mamoneira
(Ricinus communis L.) na india, o qual nomeou como P. parasitica (DASTUR, 1913). Esse autor
designou o agente causal, como uma nova espécie, porque observou o anteridio em uma posi¢ao
diferente da qual foi descrita e observada por van Breda de Haan. A principal caracteristica distintiva
entre essas duas “espécies”, quando foram descritas pela primeira vez, é que em P. parasitica, o
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varios sinbnimos, como Blepharospora terrestris (Sherb.) Peyronel, P. allii Sawada,
P. formosana Sawada, P. imperfecta Sarej. var. nicotianae Breda de Haan, P.
jatrophae Rosenbaum, P. lycopersici Sawada, P. manoana Sideris, P. melongenae
Sawada, P. melongenae Sawada var. melongenae Sawada, P. nicotianae x P.
cactorum Man in ‘t Veld, Veenb.-Rijks, llieva, De Cock, Bonants & R. Pieters, P.
nicotianae Breda de Haan var. nicotianae Breda de Haan, P. nicotianae Breda de
Haan var. parasitica (Dastur) G.M. Waterhouse, P. parasitica Dastur, P. parasitica
Dastur var. capsici (Leonian) Sarej., P. parasitica Dastur var. colocasiae (Racib.)
Sarej., P. parasitica Dastur var. nicotianae (Breda de Haan) Tucker, P. parasitica
Dastur var. parasitica Dastur, P. parasitica Dastur var. piperina Dastur, P. parasitica
Dastur var. rhei G.H. Godfrey, P. parasitica Dastur var. sesami Prasad, P. ricini
Sawada, P. tabaci Sawada, P. terrestris Sherb. (publicada como terrestria) e
Phloeophthora nicotianae (Breda de Haan) G.W. Wilson (ERWIN; RIBEIRO, 1996,
HALL, 1993; INDEX FUNGORUM, 2014; PHYTOPHTHORA DATABASE, 2014;
SPECIES FUNGORUM, 2014).

Essas duas espécies sdo 0s principais agentes causais desse complexo de
doenca (AMORIM, 1997; BASSAN et al, 2010; FEICHTENBERGER, 2001;
FEICHTENBERGER et al., 2005; POMPEU JUNIOR, 2005). De acordo com Erwin e

Ribeiro (1996), P. nicotianae ataca mais de 400 hospedeiros e P. citrophthora, mais

anteridio é anfigeno, enquanto que na descricdo de P. nicotianae, em 1896, o anteridio € paragino
(provavelmente, no momento de fazer a ilustracéo, o espécime descrito para esse tipo de anteridio
era de alguma espécie de Pythium Nees). Um erro na ilustracdo de van Breda de Haan
(HOLDCROFT, 2013; SULLIVAN, 2004).

Waterhouse (1963) substituiu 0 nome P. parasitica para P. nicotianae porque esse Ultimo
tinha prioridade, n&o obstante, os erros encontrados na descri¢cdo original. Essa mesma autora ainda
classificou a espécie P. nicotianae em duas variedades: P. nicotianae var. nicotianae e P. nicotianae
var. parasitica comb. nov., com base nas diferencas morfolégicas.

E geralmente aceito que P. parasitica seja 0 nome mais apropriado (esse € o sindnimo mais
usado pela comunidade cientifica) (ERWIN; RIBEIRO, 1996; GALLUP; SULLIVAN; SHEW, 2006),
porém o International Code of Nomenclature for Algae, Fungi, and Plants (ICN) [antigo International
Code of Botanical Nomenclature (ICBN), em portugués: Cddigo Internacional de Nomenclatura
Botanica (Cinb)] restringe seu uso, pelo principio de prioridade (artigo 11.4) e da data de publicagdo
efetiva (artigo 31.1) (vide regras em: <http://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php>).

Dessa forma, o nome definido na descricdo original tem prioridade e validade, apesar de
pequenos erros encontrados no trabalho de van Breda de Haan, como a falta de conservacdo do
holétipo (espécime-tipo), a omissdo de fazer a diagnose latina da doenca e da espécie (como era
vigente na época) e da contaminacao da cultura original, pois van Breda de Haan ilustrou o trabalho
com odésporos (e anteridios) pertencentes a outro organismo (possivelmente de uma espécie do
género Pythium, porém com os desenhos de esporangios, pertencentes a P. nicotianae) (ASHBY,
1928; HALL, 1993; 1994; HO; JONG, 1989; HOLDCROFT, 2013). Hall (1993) neotipificou P.
nicotianae e fez a redescricdo para distingui-lo de outras espécies semelhantes e relacionadas
morfologicamente.

Em consonancia com as regras vigentes do ICN, o nome P. nicotianae sera utilizado nesta
tese.
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de 80. No Estado de Séo Paulo, a espécie P. nicotianae € a que mais predomina
nas principais areas citricolas do estado (AMORIM, 1997; FEICHTENBERGER,
2001). Além disso, essa espécie esta associada as perdas mais significativas
provocadas por esse patogeno, tanto nas mudas que estdo, em formacdo, nos
viveiros, assim como, nos pomares comercialmente estabelecidos, ocorrendo em
mais de 90% dos casos, nos dois ambientes, onde o porta-enxerto é cultivado
(AMORIM, 1997; SIVIERO; FURTADO; MACHADO, 2002).

Chiacchio e Galli (1978) relatam que os danos causados por P. nicotianae sao
mais prejudiciais as plantas que as de P. citrophthora por causarem lesfes mais
extensas e atingirem maior nimero de elementos dos vasos, ocasionando o0
anelamento do tronco e, posterior, morte da planta.

Para Blumer e Pompeu Junior (2005), o uso de porta-enxertos resistentes,
como o citrumeleiro Swingle e os hibridos de trifoliatas para o controle da doenca em
questado, € o método mais adequado de convivéncia com a doenca, tanto em campo,
como nos viveiros. A utilizacdo desse material resistente € o motivo pelo qual a
determinacdo do grau de resisténcia de novos porta-enxertos em estudo seja um
dos constituintes como critério de selecdo em um programa de melhoramento de
citros.

P. palmivora (E.J. Butler) E.J. Butler também ja foi assinalada atacando citros,
no Brasil, infectando plantas tanto em viveiros, como em cultivos comerciais
(FEICHTENBERGER et al., 2005; POMPEU JUNIOR, 2005). Outras espécies de
Phytophthora causando problemas fitossanitarios, em termos mundiais, também ja
foram relatadas como capazes de induzir doencas em plantas citricas, a saber: P.
syringae (Kleb.) Kleb., P. hibernalis Carne, P. cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrét.,
P. cinnamomi Rands, P. citricola Sawada, P. drechsleri Tucker, P. megasperma
Drechsler e P. boehmeriae Sawada (FEICHTENBERGER et al., 2005).

As espécies P. citrophthora e, principalmente P. nicotianae produzem
esporangios com a presenca de uma papila proeminente, dentro dos quais forma-se
um numero representativo (de 10 a 30) de zodsporos unicelulares biflagelados [um
anterior, denominado de tinsel, que é tactil e sensitivo, pois possui em cada lado,
uma fileira de pelos rigidos (mastigonemas) e outro posterior, chamado de chicote,
que tem a funcdo de motilidade]. Os esporangios podem germinar diretamente
(germinacéo direta), formando um tubo germinativo (pré-micélio), em temperaturas

proximas de 22 °C ou indiretamente (germinacao indireta), pela extrusdo de
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zoosporos, com a temperatura ideal em torno de 12 °C. Os zo6sporos quando estao
“‘maduros”, depois do processo da zoosporogénese (diferenciacdo da hifa até a
liberacdo dos zodsporos por clivagem citoplasmatica), estes sdo em formato de rim,
com o corpo afilando-se para frente. O tamanho do zodsporo varia de 7 a 11 ym de
comprimento (CARLILE, 1983; 1986; HOLDCROFT, 2013; LUCAS, 1958; TYLER,
2002, 2007; WANG et al., 2010).

Os zoosporos, dentre todos os propagulos de disseminacao do fitopatdgeno,
sdo a via mais importante de infeccdo das raizes (os chamados propagulos
infecciosos), principalmente quando o solo se encontra sob o efeito de alta umidade
(por exemplo, nas condicdes de irrigacao) e sao liberados através de uma abertura
da papila, chamada de opérculo. Isso ocorre quando o esporangio encontra-se em
estadio de maturacéo fisiolégica e com as condicbes ambientais propicias (TYLER,
2002). A alta umidade presente no solo faz com que o hospedeiro libere exsudatos
radiculares que sao carreados pela lamina d’agua até o local onde se encontram os
propagulos infecciosos (zodsporos, esporangios, talo micelial, clamidésporos, etc.).

Dentre estes, os zodsporos sao 0s primeiros a reconhecer os exsudatos,
direcionando-se, em seguida, até a rizosfera e depois para o rizoplano,
principalmente para uma area da raiz conhecida como regido de alongamento, que
fica um pouco acima da extremidade da raiz (acima do meristema apical e da coifa),
onde a exsudacgao estd mais ativa. Essa regido especifica da raiz esta em constante
crescimento e, em atrito com o solo, acarretam microferimentos, fazendo com que
esse local se torne um ambiente favoravel para o inicio das infeccées. Em condicdes
experimentais, 0os zoosporos também sao atraidos para esse local (ZENTMYER,
1961b).

Em outras regifes das raizes, mas com ferimentos, provocados por larvas de
insetos e nematoides, os propagulos infecciosos de P. nicotianae sdo também
atraidos, uma vez que nesses locais, também ha a maior concentracdo de
exsudatos (BEDENDO; AMORIM, 2011), ficando as mudas dos porta-enxertos
citricos mais predispostas a uma maior infeccédo por P. nicotianae, em consequéncia
do aumento da populacdo do patdgeno naquele local (EL-BORAI-KORA, 2001;
GALLUP, 2009; GALLUP; SULLIVAN; SHEW, 2006; GRAHAM; McCQOY; ROGERS,
1997; ROGERS; GRAHAM; McCOY, 1996).

Os zod6sporos sao essencialmente aquaticos, exibindo padrao a-helicoidal de

natacdo e necessitam de um filme de agua livre para efetuar o deslocamento na
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superficie do solo ou dentro deste. A velocidade média atingida por um zodsporo
varia de 100 a 200 pum/s (DONALDSON; DEACON, 1993; van WEST, 2002). Ao
atingir a superficie das raizes, acabam por encistar-se e, a partir, dos cistos aderidos
as raizes, sao formadas hifas, que comecam a penetrar diretamente nestas por meio
da emissdo do tubo germinativo. Esses cistos também podem gerar novos
zoosporos, denominados de secundarios (TYLER, 2002, 2007; WANG et al., 2010).
Zo6sporos de P. nicotianae sdo muito sensiveis as condicbes ambientais; no
entanto, sob condi¢cdes favoraveis, alguns permanecem moveis por sete horas ou
mais (GOODING; LUCAS, 1959).

Os esporangios de P. nicotianae séo piriformes, com espessamento apical
hemisférico. Os mesmos sdo geralmente esféricos a ovoide, com bases redondas,
medindo de (14-) 43 £ 8,8 (—-74) x (12-) 36 + 7,0 (-60) um (largura e comprimento,
respectivamente) [x = 47 £ 5 x 35 + 4 ym, relagdo comprimento/largura (1,12:1-)
1,20:1 £ 0,050 (-1,33:1), x = 1,4 £ 0,1) (ERWIN; RIBEIRO, 1996; HALL, 1994; HO;
JONG, 1989; LARANJEIRA et al., 2005).

P. nicotianae produz bastantes clamidésporos (estrutura arredondada de
resisténcia), com o diametro médio de (22-) 33 + 5,5 (-52) um. Estes séo ovais a
esféricos, terminais ou intercalares, com a presenca de paredes grossas, que tem de
3—-4 um, com inclusdes subcelulares irregular, delimitado a partir de micélio somatico
por um septo. (ERWIN; RIBEIRO, 1996; HALL, 1994; HO; JONG, 1989). Essa
espécie apresenta oogonias esféricas, de (16-) 26 * 3,2 (—36) um de didmetro, com
paredes grossas de 1-2 um, de conteudos homogéneos, delimitadas a partir de
hifas soméaticas por um septo. Os anteridios sdo sempre anfigenos, cilindricos e
unicelulares, de 10-12 x 9-10 um (HALL, 1994).

Além dessas estruturas, a espécie produz oo0sporos abundantemente,
enquanto que os isolados de P. citrophthora, na sua maioria, ndo o fazem
(LARANJEIRA et al., 2005). Os o6sporos de P. nicotianae sao de formato esférico,
de coloracdo amarelo palido, quando maduro, com (12-) 24 + 3,2 (-34) ym de
diametro. A parede dos odsporos tem 2 um de espessura, contendo, de forma
irregular, inclusdes subcelulares (ERWIN; RIBEIRO, 1996; HALL, 1994). O
fitopatdgeno sobrevive no solo, durante muito tempo, por meio de duas estruturas de

resisténcia: clamiddsporos e odsporos (NAQVI, 2004).
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2.1.5 Consideragcbes sobre o0 reconhecimento de hospedeiros por
estraminipilas do género Phytophthora e vice-versa e 0s mecanismos de

interacdo de ambos

O reconhecimento, de maneira geral, entre planta e micro-organismo é o
primeiro passo em qualquer interagéo direta em si e, que de maneira mais simples,
pode ser explicada pela resposta de um organismo a uma substancia molecular
produzida por outro organismo (TYLER, 2002). A essa substancia molecular, da-se o
nome de sinal, também chamada de elicitor (AGRIOS, 2005a; BELL, 1981;
CAMPQOS, 2009; TYLER, 2002).

Esse reconhecimento ocorre devido a influéncia mutua de uma molécula
elicitora, que pode ser lancada pelo patdgeno ou emitida pela propria planta
(liberada mediante a acdo do patdgeno) e de um receptor proteico, que esta
presente na membrana plasmatica da parede celular da célula da planta (BELL,
1981; CERVONE et al., 1989; HAHN,1996; METRAUX, 2001; SILVA et al., 2008a;
TYLER, 2002; UMEMOTO et al., 1997). Posteriormente ao reconhecimento, no
ambito molecular, incide a transducao do sinal gerado pelo receptor de dentro e de
fora da célula receptora, ocorre também a ativacao de mensageiros secundarios e a
expressao de genes mais especificos (LEITE et al., 1997; TYLER, 2002).

Hahn (1996) relata que o termo “elicitor” foi originalmente usado para se
referir a moléculas e outros estimulos que induzem, nas células vegetais, a sintese e
0 acumulo de compostos antimicrobianos nos sitios de infeccao (fitoalexinas)
(KEEN, 1975; KNOGGE, 1997), porém, atualmente, é usado para as todas as
moléculas sinalizadoras que estimulam uma ampla variedade de reacdes e
mecanismos de defesa da planta (DIXON, 1986; DIXON; LAMB, 1990; EBEL, 1986;
ELAD, 2000; GRANT; YUN; LOAKE, 2000; HAHLBROCK; SCHEEL, 1987).

De acordo com Tyler (2002), as investiga¢cOes atuais sobre o reconhecimento
entre as especies de Phytophthora e seus hospedeiros sdo separadas em:
reconhecimento do hospedeiro pelo patégeno e reconhecimento do patdgeno pelos
mecanismos de defesa do hospedeiro.

Esse mesmo autor enfatiza que o reconhecimento do hospedeiro pelo
patdgeno inclui a deteccdo pelo micro-organismo das diversas propriedades
inerentes ao hospedeiro, tais como as propriedades quimicas, elétricas e fisicas dos

tecidos vegetais, incluindo, neste caso, principalmente, as substancias quimicas, que
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se difundem a partir da superficie dos tecidos da planta. Para exemplificar essa
situacdo, pode-se citar que a atracdo dos zodsporos das espécies de Phytophthora,
0 acumulo nas raizes, o “aprisionamento”, o rapido encistamento, a germinagao do
cisto, a origem morfogenética de zodsporos e, por fim, o tropismo da hifa
(crescimento direcionado dos tubos germinativos) em direcdo ao tecido do
hospedeiro sdo comportamentos, na maioria das vezes, desencadeados por sinais
provenientes da planta hospedeira, como a exsudacdo de compostos quimicos
provenientes das raizes (HICKMAN; HO, 1966). Em suma, isso faz com que as
pesquisas, dos padrdes de reconhecimento do hospedeiro pelo patégeno, i. e, as
comunicacdes de sinalizacdo entre zodsporos fitopatogénicos e a planta hospedeira,
se dediqguem, fundamentalmente, nas respostas de motilidade, taxia e tropia dos
zoosporos essencialmente moéveis (CARLILE, 1983; GOW et al.,, 1999; TYLER,
2002).

Como foi mencionada anteriormente, a infeccdo priméaria nos hospedeiros
ocorre por meio de zodsporos de Phytophthora spp. O reconhecimento de uma
planta hospedeira por espécies de Phytophthora, habitantes do solo, é essencial
para que dé inicio e ocorra, com sucesso, a infeccéo de raiz (TYLER, 2002).

Badri e Vivanco (2009) relatam que uma gama de compostos quimicos é
secretada e liberada pelas raizes das plantas em forma de exsudatos e estes sao
conhecidos por fazer a mediacdo de muitas interacdes na rizosfera. Islam e Tahara
(2001a) relatam que os compostos quimicos exsudados pelas raizes podem
responder das seguintes maneiras aos zodsporos: atividade de atracdo; atividade
repelente; atividade estimulante; atividade de inibicdo da motilidade e natagédo ao
acaso; e, atividade zoosporicida.

Zob6sporos da maioria das espécies de Phytophthora sdo atraidos
(quimiotaxia positiva) por acidos organicos, por uma variedade de acucares
(sacarose, dextrose, frutose, ramnose e maltose) (DUKES; APPLE, 1961) e
aminodacidos, particularmente, aspartato, glutamato, arginina, metionina, asparagina
e glutamina (CAHILL; HARDHAM 1994; CARLILE, 1983; DEACON; DONALDSON,
1993). Os zoosporos também sao atraidos por etanol, que por sua vez, € produzido
e liberado, principalmente, por raizes de plantas de ambientes encharcados,
podendo promover a infeccdo radicular dessas plantas, em destaque, para P.

cinnamomi. Essas plantas liberam o etanol, nas concentracdes que variam de 0,2 a
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20 mM (ALLEN; NEWHOOK, 1973; CAMERON; CARLILE, 1978; CARLILE, 1983;
MORRIS; WARD, 1992).

Ao contrario dessas substancias e elementos quimicos atrativos, 0s
zobsporos ndo sao atraidos por cations monovalentes de baixa massa molecular,
como Mg*, Li*, Na*, K*, Cs*, entre outros, como H*, que é o cation monovalente mais
eficiente, repelindo os zodsporos a 150 uM (pH 3,8). Concentracdes elevadas de
Mg?*, Ca?*, La®*, também sdo repelentes, apesar do Ca*? regular o comportamento
natatorio e, subsequentemente, a adesdo, 0 encistamento e a germinacado dos
zoolsporos das espécies de estraminipilas (DONALDSON; DEACON, 1992, 1993).

Outras substancias que causam quimiotaxia negativa aos zoOsporos sao
galactose, lactose, acido cloridrico, cloreto de potassio, cloreto de amoénio, cloreto de
sédio e agua de torneira (ALLEN; HARVEY, 1974; CAMERON; CARLILE, 1980;
DUKES; APPLE, 1961). Em raras excecdes, zodsporos de P. palmivora foram
repelidos por solucbes de pH elevado e atraidos por solugbes de pH baixo
(MORRIS; REID; GOW, 1995).

A reducéo da disponibilidade de Ca?* e Mg?* por meio da adicdo de agentes
guelantes de célcio e de magnésio podem eliminar o comportamento de natacéo
helicoidal dos zo6sporos, ja que esses dois elementos quimicos sdo necessarios
para a motilidade. A adicdo de Ca?* e de outros céations bivalentes, ou bloqueadores
dos canais de célcio também altera o comportamento de natacdo, como é o caso de
La®*, que é conhecido por bloquear o transporte de Ca?* em diversos sistemas
(DONALDSON; DEACON, 1993; YOUNG; NELSON, 1974).

Os zodsporos de P. sojae Kaufm. & Gerd. sdo atraidos por nutrientes
liberados pelo sistema radicular da soja [Glycine max (L.) Merr.] e essa atragao, se
da, especialmente, em relacdo as concentracbes nanomolares de isoflavonas
(principalmente de daidzeina e genisteina a 10 nM) (MORRIS; WARD, 1992; TYLER
et al.,1996). Essas duas isoflavonas sdo as mais investigadas para a especificidade
na atracdo de zodlsporos e sdo encontradas em concentragbes elevadas nas
sementes. Quando do processo de germinacdo do hospedeiro, a liberacdo dessas
duas isoflavonas ocorre pelas raizes, na regido da rizosfera (OBRWALD et al., 2014,
ZHU et al.,, 2005). Para ORwald et al. (2014), as vias de transducdo do sinal
envolvidas nas respostas de P. sojae para daidzeina e genisteina ainda sao

desconhecidas.
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Chang-Ho e Hichman (1970), Cameron e Carlile (1978) e ORwald et al. (2014)
enfatizam que as combinacdes de varios aminoacidos para a atratividade de
zoosporos por exsudatos radiculares sdo muitas vezes mais atraentes do que 0s
compostos quimicos individuais, mostrando, dessa forma, que varios aminoacidos
em conjunto, tem efeito sinergético.

Tyler (2002) ressalta que a atracéo para estes compostos lancados no meio
ambiente por exsudatos radiculares de varias espécies de plantas pode ser
responsavel por uma atracdo inespecifica de zodsporos de diversas espécies de
Phytophthora e Pythium. No entanto, algumas espécies desses dois géneros,
especialmente aqueles com intervalo de hospedeiros mais restritos, exibem muito
mais especificidade a respeito de sua atracdo para os exsudatos radiculares, como é
o0 caso de Py. graminicola Subram. e Py. arrhenomanes Drechsler, que se
caracterizam por infectar espécies de gramineas. Os zolsporos dessas duas
espécies de Pythium se acumulam preferencialmente na parte mais abaixo da regiao
das pontas de raizes das gramineas, quando comparado com as raizes de plantas
dicotiledéneas. Por sua vez, os zodsporos de Py. aphanidermatum (Edson) Fitzp. e
Py. ultimum Trow, que possuem uma ampla gama de hospedeiros, ndo mostraram
preferéncia especifica para as raizes das gramineas (MITCHELL; DEACON, 1986).

A mesma situacdo foi observada para os zodsporos de Py. dissotocum
Drechsler que responderam positivamente a quimiotaxia especifica para as células
da coifa de duas espécies de algodoeiro (G. barbadense L. e G. hirsutum L.).
Quando as raizes de plantulas de algodoeiro foram colocadas numa suspensao de
zob6sporos de Py. dissotocum, houve atracdo e acumulacdo imediata e o
encistamento se deu exclusivamente na regido da coifa. Em contraste, zodsporos de
Py. catenulatum V.D. Matthews que exibiram uma resposta quimiotatica para
Agrostis palustris Huds. (uma espécie de graminea), ndo foram atraidos e nem
infectaram mudas de algoddo ou células isoladas da coifa dessa planta
dicotiledénea (GOLDBERG; HAWES; STANGHELLINI, 1989).

Morris e Ward (1992) observaram que os zodsporos de outras espécies de
Phytophthora ndo séo atraidos pelas isoflavonas liberadas pelas plantulas da cultura
da sojeira, sugerindo que a quimiotaxia seletiva pode desempenhar um papel
importante na determinagcéo da gama de hospedeiros.

Tyler et al. (1996) identificaram diferencas na capacidade de atragdo de

zoosporos de P. sojae em detectar os varios compostos com semelhanga estrutural
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das isoflavonas. Os autores fizeram uma comparacdo da resposta quimiotéxica,
indicando que os varios compostos portadores dos grupos fendlicos 4’- e 7-hidroxila
das moléculas de isoflavonas foram os mais ativos na atracdo de zodsporos. Por
outro lado, as flavonas metiladas mostraram-se como bons repelentes. Hua et al.
(2008) relataram que um gene presente em P. sojae (PsGPAl1 — Phytophthora
sojae G-protein a subunit), codificador da proteina G subunidade a estava envolvido
na quimiotaxia de isoflavonas de soja. Os mutantes PSGPAL silenciados de P. sojae
foram afetadas, na quimiotaxia, para as isoflavonas e ndo foram capazes de
sentirem atraidos por elas.

A acao da corrente elétrica na motilidade de zo6sporos também é outro tipo
de taxia estudado, pois muitos zodsporos sdo atraidos eletrostaticamente para as
diversas superficies de potenciais plantas hospedeiras (TYLER, 2002). Os
gradientes elétricos gerados pelas raizes das plantas na rizosfera sado condi¢des que
influenciam na direcdo dos zodsporos, ora levando-os para perto ou para longe da
superficie das raizes (MORRIS; REID; GOW, 1992).

Troutman e Wills (1964) foram os primeiros a relatar o fendbmeno da
eletrotaxia em P. parasitica var. nicotianae. A atracdo de zodsporos foi direcionada
para o polo negativo, com a passagem de uma corrente elétrica fraca. Outros relatos
também indicam a diferenca significativa entre essas respostas eletrotaxicas na
reacdo dos zodsporos para a raiz (ZENTMYER, 1970). Em intensidades de baixas
correntes elétricas, geralmente as que estao abaixo de 0,5 YA, os zodsporos nadam
em direcdo ao anodo e, finalmente, encistam em torno do eletrodo. Nas intensidades
mais elevadas (acima de 0,5 pA), os zodsporos nadam em direcdo ao anodo, mas
guando chegam préximo, sao repelidos pelo polo negativo (CARLILE, 1983). Quanto
a tensdo da corrente elétrica, a faixa para algumas culturas (de saida) é de 7 a 13
mV/cm, para azevém (Lolium multiflorum Lam.) e trigo (Triticum aestivum L),
respectivamente, e, na regido de entrada, como a zona pilosa e as feridas
(catddicas), o valor pode chegar a 24 mV/cm, como foi o caso para azevém (van
WEST et al., 2002).

Em agua deionizada, os zodsporos exibem trés tipos basicos de resposta
eletrostatica as correntes de 0-5 pA. O tipo A (atracdo) foi observada no anodo em
correntes geralmente menores que 0,5 YA (<1,2 V/cm). Nesse caso, 0S zoOsSporos
exibem uma atracdo ativa, com orientacdo voltada para o anodo, seguido, de

encistamento e germinacdo. A resposta do tipo B (repulséo) foi observada em
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direcdo ao anodo, em correntes maiores que 0,5 PA. A atracdo dos zodsporos foi no
limite do elétrodo, porém ativa e orientada como no caso do tipo A. A do tipo C
(imobilizacdo) ocorreu no catodo, em correntes maiores que 0,5 pA. As respostas de
zoosporos variaram, como, a diminuicdo da velocidade de natacdo, da rotacéo, da
paralisacdo dos movimentos e da ruptura da célula zoospérica (KHEW; ZENTMYER,
1974).

Apesar de ser bastante evidente que as moléculas quimiotaticas podem esta
envolvida nas respostas de atracdo de zooOsporos as raizes das plantas, a mais
recente evidéncia sugere que as correntes elétricas e, ndo os exsudados radiculares
(como os aminoacidos), estdo envolvidas nesta resposta quimiotatica (van WEST et
al., 2002). As raizes das plantas geram campos elétricos fracos na rizosfera que
pode estimular a motilidade eletrostatica de zodsporos. A coifa e a zona de
alongamento (meristema apical) tém a caracteristica de atuar como anodos,
engquanto que a zona pilosa (pelos radiculares) e as feridas séo caracteristicamente
catddicas (van WEST et al., 2002).

Morris e Gow (1993) propbem que a eletrotaxia é o resultado de dois
processos: a orientacdo de zodsporos no campo de acordo com o dipolo elétrico
(eletrotopotaxia) e a tensdo de estimulacdo dependente da frequéncia de rotagcao
(eletroclinoquinese). O dipolo elétrico pode ser resultado da carga relativa de
proteinas ou glicoproteinas dos flagelos anterior e posterior. Os autores observaram
qgue os flagelos anterior e posterior, em campos elétricos, agem como se fossem
zoOsporo anodotatico e catodotatico, respectivamente, tendo as cargas de dipolo
orientadas em dire¢cOes opostas. A carga do dipolo do flagelo posterior foi carregada
positivamente em relacdo ao flagelo anterior de zodsporos de P. palmivora que
nadaram em direcdo ao polo positivo. A situacdo contraria foi observada para Py.
aphanidermatum.

Entre outros tipos de taxia, a gravitaxia (geotaxia) também ja foi proposta para
explicar o comportamento de natacdo de zodsporos de espécies de Phytophthora,
como em P. citricola (OCHIAI; DRAGIILA; PARKE, 2011) e P. palmivora, que tém o
comportamento de gravitaxia negativa, ao contrario de P. cactorum (Lebert & Cohn)
J. Schroét. e P. nicotianae, que se dirigiram para o fundo do tubo de capilaridade,
consoante a acdo da gravidade (CAMERON; CARLILE, 1977). A auséncia de

geotaxia negativa foi observada em isolados mutantes Pigpal-silenciados de
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zoosporos de P. infestans, ao contrario, do observado em isolados selvagens
(LATIINHOUWERS et al., 2004).

A reotaxia € a propriedade que certos organismos apresentam ao se
moverem em sentido contrario ou a favor das correntes de agua ou de outra
substancia. Como os zoosporos tém o formato elipsoide, eles acabam por exibir a
reotaxia, além da girotaxia, fazendo um percurso helicoidal e nadando,
preferencialmente, em direcdo ao fluxo (reotaxia positiva) (OCHIAI, DRAGIILA;
PARKE, 2011). O fluxo direcionado de exsudatos radiculares contribui para esse
deslocamento.

Katsura e Miyata (1971) observaram que zodsporos de P. capsici Leonian
mostraram reotaxia positiva, nadando contra a corrente d’agua. Os zodsporos
nadaram para a abertura do tubo capilar, a partir do qual uma corrente de 4gua com
exsudatos era langcada. A velocidade desta foi de 130-140 um/s, justamente porque
0s zoosporos de P. capsici nadam por volta dessa velocidade. Os zodsporos
conseguiram vencer o fluxo e chegaram até a abertura do tubo capilar.

Para 0s zoOsporos, a geotaxia e o reotaxia sédo situacdes bastante vantajosas
porque a populagédo destes micro-organismos consegue permanecer nas camadas
mais superficiais (aerébicas) do solo (CAMERON; CARLILE, 1977; CARLILE, 1980;
KATSURA; MIYATA, 1971).

Os zodésporos de Phytophthora, muitas vezes, tornam evidente o fenébmeno
de autoagregacdo (formam um grupo de cistdsporos). E um processo pelo qual, os
zobsporos de algumas espécies de Phytophthora nadam juntos, espontaneamente,
em grupos de centenas ou milhares (van WEST,; VLEESHOUWERS, 2004) sobre
placas de Petri de vidro, quando ndo h& a presenca de materiais de acolhimento,
guando da auséncia de um hospedeiro ou a falta de estimulos para que ocorra o
encistamento (ISLAM; TAHARA, 200l1a). Ko e Chase (1973) descreveram pela
primeira vez este processo para zodsporos de P. palmivora.

Para baixas concentracdes de zodsporos, 0s padrdes de autoagregacdo nao
sdo observados. No entanto, uma suspensdo de zodsporos suficientemente
concentrada (entre 105-10°% zodsporos/mL), os padrdes sdo tipicamente observados,
formando focos com a mais alta concentracéo de zodsporos no centro, com restricdo
de crescimento lateral de tubos germinativos, e uma baixa densidade de células
zoosparicas na regido circundante, mas com rapida extensao dos tubos germinativos

nessa regido periférica e em direcdo ao centro do foco (PORTER; SHAW, 1978;
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SAVORY et al., 2014). Nas raizes, o fendbmeno de autoagregacédo contribui para que
a infeccdo causada por estraminipilas fitopatogénicos seja bem-sucedida,
justamente pelo aumento da pressao do indculo (van WEST; VLEESHOUWERS,
2004).

Em zoo6sporos mutantes PiIGPAL (Phytophthora infestans G-protein a subunit)
silenciados de P. infestans, a autoagregacdo também foi afetada
(LATIINHOUWERS et al., 2004). Provavelmente, o que ocorre, nesses zo0Sporos
mutantes é um defeito na deteccdo de um atrativo ou a incapacidade de dominar a
direcdo do movimento natatorio. Para os autores a proteina Ga desempenhar um
papel importante nesse processo (LATIJINHOUWERS et al., 2004).

O zoosporo, ap6s as situacbes em que ocorre 0 contato, os padrbes de
reconhecimento, o encistamento da célula zoospoérica e, em seguida, a germinacao
do cisto, poderd passar por dois tipos de tropismos, mas precisamente, o tubo
germinativo. No primeiro tipo, chamado de quimiotropismo, 0 zodsporo encistado
germina a uma distancia, na superficie da raiz e, direciona o tubo germinativo para o
sitio de onde provém a substancia que o atrai (TYLER, 2002). O segundo tipo,
denominado de tigmotropismo, o cisto germinado cresce, orientando-se, sobre as
propriedades fisicas e topograficas (depressdes e elevacdes) presentes na
superficie da raiz (substrato) até o local de onde ira penetra-la (BRAND; GOW, 2012;
TYLER, 2002).

Zentmyer (1961a, b) observou que os tubos germinativos de P. cinnamomi
evidenciam quimiotropismo positivo para a regido de elongacao da raiz destacada e
para os exsudados radiculares e aminoacidos liberados pelas raizes, que estavam a
cerca de 2 a 3 mm de distancia de onde o zodsporo germinou. Os tubos
germinativos cresceram unidirecionalmente em direcdo aquela regido. O
quimiotropismo contribui ainda para a maior eficiéncia no processo de invasao dos
tecidos radiculares do hospedeiro pelos zoodsporos, desempenhando um papel
importante na penetracdo e na infeccdo da raiz (ALLEN; NEWHOOK, 1973;
GOUVEIA, 1993; ZENTMYER, 1961a, b; 1970).

Hifas de P. palmivora também sao influenciadas pelos exsudatos liberados
pelo cacaueiro (Theobroma cacao L.) e crescem por quimiotropia (CAMERON;
CARLILE, 1978; CARLILE, 1983). Da mesma forma, os tubos germinativos de P.
sojae respondem quimiotropicamente as isoflavonas de soja (MORRIS; BONE;
TYLER, 1998; TYLER et al., 1996).
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As hifas de P. sojae preferencialmente penetram a superficie da raiz na base
da uma depressdo que corresponde a juncdo entre as paredes anticlinais das
células epidérmicas (ENKERLI; HAHN; MIMS, 1997; HARDHAM, 2001). Uma
possibilidade € que este local é o preferido por causa de uma maior concentracao de
atrativos quimicos presentes. No entanto para Morris, Bone e Tyler (1998), o sinal
primario parece ser o de tigmotropismo. As hifas de P. sojae emergiram de cistos na
superficie de uma membrana porosa de PET e cresceram fortemente aderidas a
membrana, mesmo como a presenca de uma solucdo de isoflavonas. Quando as
hifas encontraram um poro, elas cresceram através dele. No entanto, mesmo indo
de encontro ao gradiente de isoflavonas e com a passagem da hifa por dentro do
poro, o crescimento foi para fora da superficie e direcionado para o meio, do outro
lado da membrana. Isso indica que ocorreu uma interrupcdo no desenvolvimento,
resultante da passagem do tubo germinativo, através do poro, além da acdo do
tigmotropismo, ao vencer as barreiras fisicas presentes na membrana (MORRIS;
BONE; TYLER, 1998; TYLER, 2002).

O quimiotropismo e o tigmotropismo influenciam na orientacdo dos tubos
germinativos e na formacédo dos apressérios (JUDELSON; BLANCO, 2005).

Por outro lado, o reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro tem-se
concentrado, principalmente na identificacdo e isolamento das substancias
produzidas pelos patdégenos e que provocam diretamente uma resposta de defesa
do hospedeiro, ou seja, da producao dos elicitores, e também na identificacdo dos
genes dos patdgenos que sao responsaveis pela producao de tais substancias, mas
especificamente, dos genes de aviruléncia (TYLER, 2002; 2007; TYLER et al.,
2006).

Os agentes fitopatogénicos atacam as plantas justamente porque durante o
seu desenvolvimento evolutivo conseguiram assimilar as substancias produzidas
pelo hospedeiro, mas para que ocorra tal feito, ele tem que vencer diversas barreiras
opositoras impostas pelo hospedeiro. Os conhecidos mecanismos de defesa pré e
pos-formados das plantas, ou seja, a presencga de barreiras (estruturas) exteriores e
internas e a producéo de substancias quimicas, devem ser vencidos para que ocorra
0 sucesso da infeccéo e posterior, colonizacéo, principalmente pela capacidade do
patdégeno em penetrar, assimilar o conteudo do protoplasto das células das plantas e
neutralizar as reagbes de defesa do hospedeiro (AGRIOS, 2005b; PASCHOLATI,
2011a).
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O patbégeno, nesse processo, faz uso de forcas mecéanicas e/ou de compostos
quimicos (como enzimas, fitotoxinas, horménios, polissacarideos extracelulares,
além de outros fatores envolvidos na patogenicidade) (AGRIOS, 2005b;
PASCHOLATI et al., 2008; PASCHOLATI, 2011a). Apds os eventos intermediarios
do ciclo das relacdes patdogeno—hospedeiro (como penetragdo, infeccdo e
colonizacéo), as diferentes respostas celulares dependem da resisténcia ou da
susceptibilidade do hospedeiro ao agente fitopatogénico (ESCANFERLA, 2011).

A interacdo entre planta x microrganismo, no que diz respeito aos eventos de
defesa e de ataque, foi se desenvolvendo ao longo de um processo de coevolugéao.
De maneira geral, as plantas sdo constantemente atacadas por diversos inimigos em
potenciais (e. g., fitopatdgenos e insetos-praga), porém, as mesmas apresentam
diferentes meios e mecanismos para se defenderem desses agentes opositores,
resistindo ao ataque da maioria desses organismos, através da ativacdo de reacdes
de defesa provocada, direta ou indiretamente por moléculas produzidas pelo agente
invasor (HARDHAM; SHAN, 2009).

Para isso, passam a ser defender desses organismos de forma ativa e
passiva (ESCANFERLA, 2011; PASCHOLATI, 2011b). Resumidamente, o0s
mecanismos de resisténcia das plantas sao subdivididos em pré-formados (os ditos
passivos, constitutivos) e pés-formados (atuam de forma ativa, induziveis) (AGRIOS,
2005c; PASCHOLATI, 2011b; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI,
2008).

As barreiras estruturais ou fatores de resisténcia pré-formados se constituem
na primeira linha de defesa contra os fitopatbgenos. As plantas dispdem de ceras,
cuticula, tricomas, estématos, fibras/vasos condutores e paredes celulares espessas
para a defesa imediata. Os fatores de resisténcia pré-formados de carater
bioguimico, que séo substancias quimicas presentes nas células do hospedeiro, tais
como alcaloides, lactonas insaturadas, compostos fendlicos, entre outras, sao
encontrados em altas concentragdes na planta antes da chegada do patdgeno, e
também atuam como mecanismos de defesa do hospedeiro frente ao ataque do
patogeno (BELL, 1981). Assim como pré-formados, aqueles que séo induzidos, apos
a chegada do patégeno também contribuem para a defesa. Nesse caso, pode-se
citar, os estruturais, como a papila, halos, tilose e, os bioquimicos [e. g., as espécies
ativas de oxigénio — EAQO’s (Reactive Oxygen Species — ROS), as fitoalexinas e as

proteinas relacionas a patogénese — as famosas PR-proteinas (do inglés:
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Pathogenesis-related proteins — PR-proteins) (BELL, 1981; PASCHOLATI, 2011b;
RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2008; STANGARLIN et al., 2011; STINTZI et al., 1993).

Assim como os fungos fitopatogénicos, as espécies de Phytophthora também
usam enzimas que degradam a parede celular para penetrar e colonizar a planta.
Outras espécies do género usam 0s meios mecanicos da hifa e do apressoério
(BENHAMOU; COTE, 1992; HARDHAM: SHAN, 2009). Hifas de Phytophthora
secretem uma gama de enzimas que quebram os polimeros encontrados na parede
celular de plantas e varios genes relacionados as enzimas ja foram sequenciados e
codificados. Em trés espécies de Phytophthora (P. ramorum Werres, de Cock & Man
in 't Veld, P. sojae e P. infestans), os genes que codificam glucanases,
poligalacturonases, pectina esterases, pectina liases e xilanases ja foram
identificados (HARDHAM; SHAN, 2009).

As paredes celulares sdo degradadas por moléculas de enzimas secretadas
pelo “fungo”, a medida que as hifas de Phytophthora crescem, sendo que essas
moléculas sdo expelidas, a partir do apice das hifas, em pequenas vesiculas apicais
(GAULIN et al.,, 2002; ROSE et al.,, 2002; SHAPIRO; MULLINS 2002; TIAN;
BENEDETTI; KAMOUN, 2005). A degradacdo da celulose e pectina da parede
celular de plantas ja foi demonstrada por estudos histolégicos. Benhamou e C6té
(1992) observaram nas raizes de tabaco cv. Xanthi-nc inoculadas com P. parasitica
var. nicotianae, a colonizacdo dos tecidos radiculares por este patbgeno causando
alteracbes nas paredes das células primarias e na reparticado das matrizes da lamela
média. O padrdo de distribuicdo de pectina indicou que o fungo produziu enzimas
pécticas que se difundiram extracelularmente e que a liberacdo de fragmentos
pécticos e o acumulo de moléculas de pectina, em locais especificos, como nos
espacos intercelulares, foram frequentemente detectados. Os autores observaram
também que a celulose decresceu nos tecidos radiculares das plantas de tabaco
inoculadas, indicando a degradacdo deste polimero de cadeia longa da parede
celular do hospedeiro, durante a patogenicidade. Judelson e Blanco (2005)
relacionaram varias enzimas secretadas por espécies de Phytophthora que
degradam a parede celular do hospedeiro, como: cutinases, poligalacturonases,
pectato liases, celulases (B-1,4-glucanases), hemicelulases (xilanases e outras),

proteinas inibidoras da glucanase (PIGs) e as inibidoras de protease.
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Durante o processo de infeccdo, Phytophthora spp. causam uma variedade
de alteracdes histoldégicas nos hospedeiros. As alterac6es observadas dependem
das espécies dos agentes fitopatogénicos, o tipo de tecido colonizado e a liberagéao
de toxinas capazes de causar alteracdes localizadas e distantes das células do
hospedeiro (DAVISON, 2011). As toxinas produzidas por Phytophthora atuam de
forma secundaria nas plantas (ESCANFERLA, 2011), agindo diretamente no
protoplasto e interferindo na permeabilidade de membranas (PASCHOLATI, 2001a).

Yang, Xiao e Hu (2011), trabalhando com o patossistema P. infestans x
batateira verificaram que os trés isolados do “fungo” foram toxicos para as trés
variedades estudadas e que estas podem ser infectadas por baixas concentracdes
de toxina (diluicdo da toxina bruta em até 200x). Os resultados mostraram que as
variedades reagiram diferencialmente para as distintas concentracdes da toxina e
gue as toxinas produzidas por diferentes isolados de P. infestans sugeriram a
presenca destas, mediada pela especificidade entre as variedades de batateira e P.
infestans.

Tyler et al. (2006) relata que varios genes correspondentes das denominadas
NLPs [Nepl (Necrosis and ethylene-inducing peptidel)-like proteins], que séo
toxinas citoliticas destruidoras da integridade da membrana citoplasmatica (que
promovem a lise celular), foram identificados no genoma de duas espécies de
Phytophthora. Em P. sojae, as familias das toxinas PcF (P. cactorum factor) e CRN
[crinkling- (or crinkler-) and necrosis-inducing proteins] sdo mais expandidas, ao
passo que em P. ramorum, a familia NPP1 (necrosis-inducing Phytophthora protein
1), além de ser mais expandida e também diversificada.

Alguns fitopatégenos produzem horménios vegetais “in vitro”. Estes
horménios secretados pelo agente causal, todavia, em associacdo com a planta
estimula o aumento da sintese hormonal pelo hospedeiro, uma vez que é induzido
por aquele (SILVA et al., 2008b).

No género Phytophthora, em intensa revisdo de literatura, a producédo de
hormonios parece estar mais envolvida com a reproducéo sexual que com a sintese
destes em causar doencas em plantas. As espécies do género sao heterotalicas e a
indugcdo hormonal cruzada com os mating types a1 e a2, regulam a reprodugao
sexual e desencadeia a formacdo de odsporos para essas espécies (CHERN;
TANG; KO, 1999; HARUTYUNYAN et al., 2008; JUDELSON; BLANCO, 2005; KO,
1980; 1983; 1988; 1998; KO; KUNIMOTO, 1981; OJIKA et al., 2011).
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De acordo com ORwald et al. (2014), véarias reacoes fisioldgicas e bioquimicas
ocorrem em plantas lenhosas infectadas por Phytophthora, como uma reducéo
gradual no consumo de agua, o fechamento rapido dos estdmatos e, a posteriori,
uma reducdo na fotossintese. ORwald et al. (2014) ainda consideram que 0s
desequilibrios hormonais que ocorrem na planta podem estar envolvidos nestas
alterac6es dos processos ecofisioldgicos.

Quanto aos mecanismos de resisténcias de plantas as espécies de
Phytophthora, esses sao diversos e pode-se destacar que os estruturais contribuem
grandemente para evitar e invasdo do patégeno nos tecidos dos hospedeiros. Biles
et al. (1993) relatam que a espessura da cuticula, camada que reveste a epiderme
dos frutos, € maior em pimentdo (Capsicum annuum L.) maduro. A regido cuticular
do pimentdo se mostra como responsavel pela resisténcia deste a inoculagdo com P.
capsici Leonian. Nesse trabalho, os autores verificaram que a cuticula € uma
barreira mais consolidada para evitar a infecgao.

Os tricomas podem agir como uma barreira fisica para a penetracdo de
fungos, funcionando como um mecanismo de resisténcia contra o0 ataque de
fitopatogenos fungicos (LAl et al., 2000). A espécie selvagem de batateira (S.
berthaulltii Hawkes) possui dois tipos de tricomas glandulares em seu tecido foliar,
denominados de tipo A e tipo B (GIBSON, 1976). A espessura do tipo B € maior
(600—-950 um) em relacéo ao tipo A (120-210 um) (LAI et al., 2000). Em decorréncia
dessa maior espessura, aliado a substancia exsudada do tricoma do tipo B (éster de
sacarose), este foi capaz de reduzir a taxa de esporulacéo de P. infestans (HOLLEY;
KING; SINGH, 1987), assim como, uma diminui¢cdo dos sintomas (LAl et al., 2000).
Isso indica a grande influéncia do tricoma do tipo B para retardar a infecgéo por P.
infestans (SILVA; BISOGNIN, 2004), ao contrario do tricoma do tipo A, que favorece
o desenvolvimento das hifas e da infecgéo, pois a morfologia deste tricoma favorece
a ruptura da membrana (LAI et al., 2000).

De vérios flavonoides presentes no género Citrus, as flavanonas glicosidicas
sdo acumuladas em maior quantidade, embora a concentragdo destes compostos
seja dependente da idade da planta (del RIO et al., 1998). Em estudo com as
flavonas provenientes dos 6leos essenciais de laranja azeda, clementina e laranja
doce, del Rio et al. (1998) observaram a inibicdo de 100, 72, e, apenas 14% do

crescimento micelial de P. citrophthora, respectivamente.
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Albrecht e Bowman (2007) verificaram a atividade de proteinas relacionadas
com a defesa (B-1,3-glucanases, quitinases e peroxidases) entre P. palmivora e sete
genotipos de porta-enxertos citricos. A infeccdo aumentou as concentracfes de
proteinas totais, fendis totais e a atividade de B-1,3-glucanases em raizes de todos
0S genotipos, enquanto que os niveis de quitinase e peroxidase em todos os porta-
enxertos foram ligeiramente reduzidos ou inalterados apds infeccdo. Embora, os
autores tenham observado diferencas na expressdo das proteinas entre 0s
genotipos susceptiveis e tolerantes, os efeitos foram associados com a progressao
da doencga, e ndo com resisténcia ao fitopatdgeno. Albrecht e Bowman (2007) ainda
sugerem que o0 aumento da atividade das proteinas e dos compostos fendlicos nao
esta diretamente implicado na defesa priméria contra P. palmivora, mas que esse
aumento pode colaborar para inibir o fitopatogeno durante a infeccdo em genaétipos
tolerantes.

Em outros patossistemas, também ha relatos do acumulo de 3-1,3-glucanase,
como em cultivares de pimentédo infectadas com P. capsici (EGEA et al., 1999); em
Lycopersicon esculentum Mill. var. cerasiforme Alef. (sindbnimo: S. lycopersicum)
depois da infeccdo por P. infestans (SALAS; ZAMORA, 2009); em batateira cv.
Huinkul por P. infestans (TONON et al., 2002); em clones de seringueira [Hevea
brasiliensis (Willd. ex A.Juss.) Mull.Arg.], respondendo a infec¢cdo por P. meadii
McRae (THANSEEM; JOSEPH; THULASEEDHARAN, 2005); e, em cacaueiro por P.
megakarya Brasier & M.J. Griffin (OMOKOLO et al., 2003).

2.1.6 Deteccdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia em plantas de citros inoculadas por Phytophthora nicotianae

Embora as técnicas colorimétricas sejam importantes ferramentas de
deteccao “in vitro” da presenca de compostos fendlicos, € de suma importancia fazer
a cromatografia concomitante as técnicas colorimétricas, visando a separacdo e a
quantificacdo dos compostos fendlicos individualmente, pois utiliza gradiente da fase
movel para separacao de diferentes classes de compostos.

Nesse sentido, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) [High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)], anteriormente denominada de
cromatografia liquida de alta pressao € a técnica mais utilizada, podendo o aparelho

estar acoplado a um detector. Este deve ser capaz de reconhecer quando uma
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determinada substancia é eluida, a partir da coluna. Portanto, tem que monitorizar a
alteracdo na composicdo da fase movel, e de alguma forma, converter essa
alteracdo, em um sinal elétrico para, em seguida, transmiti-lo a um visor, onde é
mostrado como um desvio da “baseline” (MEYER, 2005).

Ha varios tipos de detectores, entre eles, o de arranjo de fotodiodo (DAF, em
inglés: Diode Array Detector — DAD), a um detector de fluorescéncia ou de
espectrometria de massas [Mass Spectrometry (MS)]. Esses tipos de conjuntos
(aparelho + detector) fornecem uma ferramenta importante e bastante econdémica
para a verificacdo de polifendis em extratos provenientes de plantas (ANDRADE et
al., 2001; HAKKINEN et al. 1999; HO, HOGG; SILVA, 1999; KALLITHRAKA et al.,
2001; RAMPAZZO; TAKIKAWA; HAMINIUK, 2012).

O HPLC utilizando a deteccao por radiacao ultravioleta (UV) foi estabelecido
como o método mais conveniente para fornecer informacfes valiosas sobre a
distribuicdo de compostos fendlicos em plantas, que tem como caracteristica a
capacidade de absorver a luz UV. Por acoplamento de HPLC com deteccdo de
diodos e reacdo quimica, varios compostos fendélicos a partir de misturas complexas
podem ser separados, identificados e quantificados numa Unica operacdo (REGOS;
TREUTTER, 2010).

Escanferla (2011), ao trabalhar com raizes de plantulas de tangerineira Sunki
e de citrumeleiro Swingle, observou a presenca de compostos fendlicos nas
amostras, tanto das plantulas inoculadas e controle e que ndo houve diferenca na
composicdo quantitativa de compostos fenélicos para ambos os genétipos. Beltrame
(2010) também néo localizou altera¢des significativas na concentracdo de fendis
totais no porta-enxerto citrumeleiro Swingle, para os dois tratamentos. Escanferla
(2011), porém observou diferencas qualitativas na composicdo dos compostos
fendlicos entre os dois porta-enxertos. O HPLC detectou os seguintes equivalentes
de polifendis: apigenina, acido clorogénico e rutina.

Daniéle, Dommes e Hausman (2003) verificaram a presenca de varios
carboidratos nas hastes e nas folhas de dois hibridos de batateira (Solanum phureja
Juz. & Bukasov x S. tuberosum) com diferentes niveis de resisténcia horizontal a
requeima. A concentracdo de carboidratos de plantas infectadas e ndo infectadas foi
determinada por HPLC. Os autores observaram que alguns carboidratos
acumularam mais nas hastes do hibrido resistente e infectado (PD88) por P.

infestans. Por outro lado, os teores desses carboidratos permaneceram inalterados
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no hibrido susceptivel (PD60). Nas folhas, o acumulo deu-se apenas no hibrido
susceptivel infectado.

2.1.7 Prohexadione-Calcium (Pro-Ca)

Prohexadione-Calcium, pertence a classe de inibidores da biossintese do
horménio vegetal giberilina, as acilciclohexanodiona, ou seja, a Pro-Ca atua na
planta, controlando, reduzindo ou inibindo o crescimento vegetativo excessivo do
comprimento dos ramos (BASAK; RADEMACHER, 2000; BYERS; YUDER, 1999;
RADEMACHER et al., 1992; SANTOS et al., 2014), através da inibicdo da planta no
processo de sintetizacdo das giberilinas biologicamente ativas (GA1) (gibberellic
acid), pelo aumento nos niveis de giberelinas inativas (GAzo), pois este fitorregulador
atua no bloqueio da conversédo da GA2o para GA1 (RADEMACHER, 2000).

As giberilinas estdo intimamente ligadas no estimulo da divisdo e do
alongamento celular, o que acarreta, principalmente, no aumento do crescimento
longitudinal do ramo. O uso deste inibidor da biossintese da giberilina (Pro-Ca)
diminui o intervalo de comprimento dos entrendés (BYERS; YUDER, 1999). Pro-Ca
tem baixa toxicidade e persisténcia na planta (MANDEMAKER et al., 2005), tendo o
seguinte nome quimico: calcio 3-6xido-4-propionil-5-oxo-3-ciclohexeno carboxilato.

Pro-Ca foi testado pela primeira vez pela empresa agroquimica alema BASF
(Badische Anilin und Soda-Fabrik) em arvores frutiferas, no inicio da década de 90.
A partir do ano 2000, disponibilizou para o mercado de plantas da familia Rosaceae
Juss., dois produtos comerciais: Apogee® e Regalis® (RADEMACHER et al., 2004).
Durante a fase de testes para o desenvolvimento de protocolos para a correta
aplicacdo de Pro-Ca em pomares de maca (Malus xdomestica Borkh.), observou-se
que as plantas tratadas foram significativamente menos infectadas pela doenca
chamada de fogo bacteriano [agente causal: Erwinia amylovora (Burrill 1882)
Winslow, Broadhurst, Buchanan, Krumwiede, Rogers & Smith 1920] e sarna-da-
macieira [Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter], reduzindo, dessa forma, a
incidéncia e a severidade destas enfermidades, embora os produtos ndo tenham
qualquer atividade bactericida (COSTA et al., 2001; FERNANDO; JONES, 1999;
RADEMACHER; STAMMLER; CREEMERS, 1999; WINKLER, 1997; YODER;
MILLER; BYERS, 1999).



68

As dioxigenases dependentes do &cido 2-oxoglutarico, em destaque, a
flavanona 3-hidroxilase, que estdo envolvidos na biossintese dos flavonoides e das
antocianinas € inibida pela presenca do Pro-Ca. Os diversos tipos de flavonoides
atuam como fitoalexinas, ativando as propriedades antimicrobianas desses
compostos quimicos nas plantas, imediatamente ap6s a infeccdo pelo micro-
organismo. A redugé&o da incidéncia do fogo bacteriano, da sarna-da-macieira e, de
outras doencas, em plantas tratadas com Pro-Ca pode ser explicada pela
modificacdo no metabolismo dos flavonoides (RADEMACHER; KOBER, 2003;
ROEMMELT et al., 2003; SPINELLI et al., 2010).

Solar et al. (2012) testaram Pro-Ca em plantas adultas de nogueira (Juglans
regia L.) cv. Franquette com a finalidade de verificar o comportamento das plantas
frente a infeccdo causada por Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Pierce 1901)
Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995, no que diz respeito, a severidade, além da
concentracdo de compostos fendlicos em nozes (frutos). Houve uma reducéo
significativa na severidade e os tecidos da casca dos frutos sintoméaticos e tratados
com Pro-Ca, nas analises fendlicas, em HPLC, mostraram valores 14 vezes maior
de compostos fendlicos que os controles. Os frutos tratados apresentaram maior teor
de fendis totais, mais acidos hidroxicinamicos e flavanéis; enquanto, que o contetdo

de flavonoides e de &acido galico foi baixo, em plantas tratadas com Pro-Ca.

2.1.8 Armadilhas para atracdo de zoésporos de Phytophthora nicotianae

Para Manoharachary e Mukerji (2006), a rizosfera pode ser definida como a
parte do solo que é adjacente ao sistema radicular de uma planta, sendo que a
rizosfera € bastante influenciada pelos exsudatos lancados por essas raizes. A area
da rizosfera, em si, depende do tipo de solo, da planta hospedeira e das condi¢gbes
ambientais presentes no solo e as raizes, no “efeito rizosfera” sempre exerce uma
influéncia nos varios tipos de micro-organismos presentes naquela regido radicular.
A natureza quimica e fisica da regido radicular tem comportamento diferenciado do
solo fora dessa regido (MANOHARACHARY; MUKERJI, 2006).

A biologia da interacéo raiz—hospedeiro tem sido estudada extensivamente.
Manoharachary e Mukerji (2006) relatam que muitos desses estudos visam elucidar
a presencga/acumulo de microrganismos ao redor da zona radicular. Observa-se que

varios compostos, como fenois, bases nitrogenadas de acidos nucléicos,
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nucleotideos, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas, carboidratos, como
acucares, taninos, enzimas, reguladores de crescimentos (auxinas), etc. (KHEW,
ZENTMYER, 1973; ZENTMYER, 1970), sdo exsudados pelas raizes e esses
compostos tém acédo seletiva sobre os micro-organismos alocados na zona de raiz.
Os exsudatos radiculares sédo substancias liberadas pelas raizes e que podem afetar
0 crescimento e a atividade bioldégica dos micro-organismos do solo, tanto na
rizosfera, como no rizoplano (MANOHARACHARY; MUKERJI, 2006;
SCHOTTELNDREIER; FALKENGREN-GRERUP, 1999).

De acordo com Dalio (2013), a exsudacao radicular varia em quantidade e
qualidade dependendo da espécie, estdgio de desenvolvimento da planta e das
condicbes ambientais. Os compostos dos exsudatos radiculares sdo de natureza
guimica e podem ser sinalizadores repelentes ou atraentes aos micro-organismaos.

Dentro do processo de interacdo patdégeno—hospedeiro, em particular, aos
micro-organismos veiculados e habitantes do solo, h4 uma variedade muito grande
de fitopatdbgenos que reconhecem o0 seu potencial hospedeiro, justamente pela
liberacdo dos exsudatos radiculares por estes, ao meio ambiente. O exsudato
produzido pela raiz e disseminado na rizosfera ativa imediatamente o micro-
organismo em dire¢cdo a regido radicular através da motilidade. Levando em
consideracdo esse contexto, 0s zoOsporos, como os das espécies de Phytophthora
se destacam na atracdo por exsudatos radiculares (DALIO, 2013; TYLER, 2002,
2006).

A motilidade de zodsporos de algumas espécies de Phytophthora se da em
direcdo aos sinais liberados pelos tecidos radiculares do hospedeiro, como
isoflavonas (MORRIS; WARD, 1992) e o deslocamento natatério de zoGsporos é um
dos meios mais importantes para o inicio do processo infectivo por espécies desse
género (CARLILE, 1983).

E bem conhecido que os zoOsporos de importantes patégenos s&o atraidos
por exsudatos liberados pelo hospedeiro, todavia, os mecanismos fundamentais
dessas interagcbes sdo pouco compreendidos. Os métodos de bioensaios sao
processos apropriados para estudar a fisiologia e o comportamento de zoOGsporos
moveis, onde o pesquisador deve sempre procurar a praticidade e a comodidade na
obtencao de resultados satisfatorios (ISLAM; TAHARA, 2001a).

Dalio (2013) faz referéncia que a maioria dos sistemas de ensaios utilizados

pelos pesquisadores para investigar a atracdo quimiotaxica sao principalmente
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qualitativos, como a técnica das pontas de raizes excisadas (DUKES; APPLE, 1961,
ZENTMYER, 1960; 1961a, b), do método da capilaridade (ALLEN; NEWHOOK,
1973; CAHILL; HARDHAM, 1995; DUKES; APPLE, 1961; HALSALL, 1976;
HARDHAM; CAHILL, 1998, 2002; KHEW; ZENTMYER, 1973; MORRIS; WARD,
1992; ROYLE; HICKMAN, 1964; THOMAS; PETERSON, 1990), da membrana de
acetato de celulose (MEHROTRA, 1970), da membrana de dialise (BOTHA; KOTZE,
1989; BOTHA; WEHNER; KOTZE, 1990a, b), do método das goticulas em pocos de
placas de Petri de poliestireno (MULLER, 1976; TAKAYAMA; MIZUTANI; TAHARA,
1998) e do método da particula (HORIO et al., 1992; ISLAM; TAHARA, 2001b). O
mais recente método desenvolvido e utilizado para a quimiotaxia de Phytophthora
por exsudado é o da armadilha de zo6sporos (DALIO, 2013; MASSOLA JUNIOR et
al., 2012).

Zentmyer (1961b) demonstrou uma resposta quimiotaxica de atracdo de
zodsporos de P. cinnamomi a um gradiente de difusdo de substancias a partir de
raizes de plantulas de abacateiro, onde o0s zooOsporos dessa espécie de
Phytophthora foram menos atraidos por raizes de cultivares tolerantes ao
fitopatbgeno do que as raizes de cultivares susceptiveis. Botha e Kotzé (1989),
Botha, Wehner e Kotzé (1990a, b), também confirmam esse tipo de comportamento
em porta-enxertos tolerante, moderadamente tolerantes e susceptivel de abacateiro.
Além dos autores citados anteriormente, Dalio (2013) e Massola Junior et al. (2012)
observaram o0 mesmo comportamento para com 0s zodsporos de P. nicotianae
gquando confrontados com o0s exsudatos radiculares de genotipos resistente e
susceptivel de porta-enxertos citricos.

2.1.9 Elicitinas em espécies de Phytophthora, a-plurivorina e anticorpo

As elicitinas sdo um conjunto de pequenas proteinas extracelulares (possuem
baixo peso molecular, cerca de 10 kDa e, na maioria dos casos, com 98
aminoacidos) secretadas por todas as espécies estudadas do género Phytophthora
e por poucas espécies do género Pythium (KAMOUN; HUITEMA;
VLEESHOUWERS, 1999; PONCHET et al., 1999; TYLER, 2002; YU, 1995). Elas
estdo reunidas numa Unica familia altamente conservada (HORTA, 2006). Essas
proteinas purificadas possuem um papel duplo na interagdo planta—patégeno,

podendo atuar como indutores de respostas de defesa da planta, ou seja,
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provocando uma resposta de hipersensibilidade, incluindo a morte celular localizada,
assim como, outras mudancas bioquimicas associadas a essa resposta, ou podem
agir como fatores de patogenicidade, induzindo uma resisténcia sistémica adquirida
(RSA), e. g., no tabaco (QUTOB et al., 2006; TYLER, 2002; YU, 1995).

O papel das elicitinas na biologia de Phytophthora ainda ndo esta bem claro,
mas elas podem funcionar como hidrofobinas fangicas (formam um revestimento
hidrofébico na superficie de contato) e assim podem também operar, como fatores
de patogenicidade outras interacdes planta—patogeno (YU, 1995).

As proteinas elicitinas de varias espécies de Phytophthora ja foram
sequenciadas, assim como os genes de elicitinas j4 foram clonados (BECKER;
NAGEL; TENHAKEN, 2000; CAPASSO et al., 1999; DUCLOS et al., 2000; KAMOUN
et al.,, 1993, 1999; KAMOUN; LINDQVIST; GOVERS, 1997; MAO; TYLER, 1996;
PONCHET et al., 1999; QUTOB et al., 2000).

Isolados de P. infestans deficientes na proteina elicitina INF1 (infestans 1)
induzem lesdes necréticas em N. benthamiana Domin., sugerindo que as funcbes de
INF1, como um fator de aviruléncia, condiciona resisténcia nesta espécie (KAMOUN
et al.,, 1998). Ao contrario, isolados deficientes de INF1 permanecem incapaz de
infectar outras espécies de Nicotiana, incluindo a espécie comercial de tabaco, que
pode reagir contra outros elicitores, membro da familia de elicitinas INF secretadas
especificamente por P. infestans (KAMOUN; LINDQVIST; GOVERS, 1997), como o
INF2B, que € um desses outros potenciais fatores de aviruléncia (HUITEMA et al.,
2005).

Kamoun (2006) catalogou e classificou as moléculas efetoras secretadas
pelas diversas espécies de estraminipilas, incluindo as proteinas elicitinas, com
destaque para as espécies fitopatogénicas pertencentes ao género Phytophthora.

Dalio, Fleischmann e ORwald (2011) mostraram através da microscopia de luz
e de confocal de varredura a laser de fluorescéncia que a elicitina citricolina acida
(FLEISCHMANN et al., 2005), renomeada recentemente como a-plurivorina (DALIO
et al., 2012), proveniente de P. plurivora T. Jung & T.I. Burgess (sin.: P. citricola) foi
essencial para que ocorresse a infec¢do das raizes de faia-européia (Fagus sylvatica
L.) pelo fitopatdgeno, atuando como um supressor de defesa durante a infecgdo
(DALIO; FLEISCHMANN; ORWALD, 2012). Um anticorpo especifico para a a-

citricolina foi sintetizado contra a agdo desta elicitina, convertendo as plantulas
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tratadas e que eram altamente susceptiveis ao patégeno em resistentes (ORWALD
et al., 2014).

Dalio, Fleischmann e ORwald (2011) comprovaram que, devido a interacéo
especifica entre a elicitina e o seu anticorpo, a molécula efetora foi aderida a
superficie da raiz. Esta ndo foi localizada nos espacos apoplasticos dos tecidos da
raiz, onde habitualmente se encontram as elicitinas. Em consequéncia disso, 0
fitopatdgeno ndo era mais capaz de colonizar as raizes, devido ao bloqueio da a-
plurivorina. Somado a isso, na presenga do anticorpo a-plurivorina, 0s genes
relacionados com a defesa das plantas, como as PR-proteinas e WRKY, foram
regulados e aumentaram a concentracdo, em relacdo as plantas inoculadas e sem a
presenca do anticorpo (DALIO et al.,, 2012; DALIO; FLEISCHMANN; ORWALD,
2012; ORWALD et al., 2014).

Dalio (2013) testou a agédo do anticorpo especifico de a-plurivorina, em um
ensaio de bloqueio, para o consumo de agua, em plantulas inoculadas ou ndo com
P. plurivora. Todas as plantas pré-incubadas com o anticorpo de a-plurivorina
sobreviveram a infeccdo de P. plurivora, permanecendo saudaveis e externando
pequenas alteracdes na absor¢cdo de dgua durante a conducdo do experimento. Ao
contrario do tratamento das plantulas inoculadas, onde a maioria morreu,
demonstrando a agressividade desse fitopatogeno em faia. Ao observar, por
microscopia confocal, as raizes inoculadas nos tratamentos que continham o
anticorpo, Dalio (2013) verificou que este impediu quase que completamente a
entrada e a difusédo da elicitina na regido interna, com a detec¢cédo desta somente nas
areas superficiais das raizes.

2.1.10 Atividade zoosporicida de compostos fendlicos (polimetoxiflavonas e

flavonoides)

Os compostos fendlicos envolvem um grupo bastante expressivo de
substancias que tem como caracteristica essencial a presenga de um anel aromatico
(benzeno) ligado diretamente a uma ou mais hidroxilas (VERMERRIS; NICHOLSON,
2006a). Fendis simples e glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, fenilacéticos, os
derivados dos acidos benzdicos e cinamicos, a-pironas (cumarinas e isocumarinas),

B-cianinas, biflavonoides, xantonas, ligninas, flavonoides (chalconas, flavononas,
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antocianinas e catequinas), taninos e quinonas sao incluidas como compostos
fendlicos (STANGARLIN et al., 2011; VERMERRIS; NICHOLSON, 2006a).

De acordo com Schwan-Estrada et al. (2008) possuem a tendéncia de serem
sollveis em agua e estéo localizados, geralmente, nos vacuolos celulares, na forma
de glicosideos. Praticamente todas as vias metabdlicas envolvidas na sintese de
compostos fendlicos ja estédo elucidadas. As vias do &cido shiquimico e cinamico,
que sao fenilpropanoides, constituem-se na sequéncia basica que determina 0s
diferentes grupos de polifendis e de lignina.

Para Lo e Nicholson (2008), os compostos fendlicos atuam inibindo a
germinacdo de esporos, o crescimento micelial e a produgéo/atividade de enzimas
microbianas, em especial, aquelas secretadas por espécies fungicas e bacterianas,
mas isso varia entre os diferentes grupos de polifendis. Como operam nesses
parametros fisiologicos e bioquimicos dos micro-organismos, 0os compostos fendélicos
estdo intimamente ligados aos mecanismos estruturais e bioquimicos de resisténcia
de plantas dentro do contexto da interacdo patégeno—hospedeiro (NICHOLSON,
1995; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992; VERMERRIS; NICHOLSON,
2006b).

As plantas citricas sdo fontes ricas e conttm uma grande variedade de
constituintes flavonoides. Polimetoxiflavonas (PMFs) sdo encontradas quase que
exclusivamente no género Citrus, principalmente na casca de tangerinas, das
laranjas doces e mandarinas (C. reticulata Blanco). As polimetoxiflavonas tem amplo
espectro de atividade biolégica, incluindo acdo anti-inflamatoria, anticarcinogénica,
antiaterogénica e neurotropica, além de propriedades que aumentam a memadria em
seres humanos (AL RAHIM et al., 2009; LI; LO; HO, 2006; MANTHEY; GROHMANN;
GUTHRIE, 2001). Em plantas citricas, as PMFs estdo envolvidas nos mecanismos
de defesa e de resisténcia naturais de plantas, atuando como agentes antifingicos.
As polimetoxiflavonas heptametoxiflavona, nobiletina, sinensetina e tangeretina séo
as encontradas no flavedo (epicarpo) e no albedo (mesocarpo) das frutas citricas e
quando as frutas estdo infectadas, as concentragcdes dessas PMFs aumentam
(ARCAS et al., 2000; del RIO et al., 2004; NOGATA et al., 2003).

De todo os flavonoides até agora relatados no género Citrus, os glicosideos
flavanonas sdo acumuladas em grande quantidade, em folhas e frutas, embora a
concentracdo desses compostos dependa fundamentalmente da idade da planta
(BERHOW, 1998; FRYDMAN et al., 2004; KOCA et al., 2009).
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As flavonas em Citrus sdo encontradas nas formas glicosiladas e agliconas.
As flavonas agliconas apresentam uma grande variedade de compostos, com a
estrutura frequentemente multisubstituida por grupos hidroxil e/ou metoxil. Entre
elas, destacam-se as escutelareina (5,6,7,4’-tetrametoxiflavona), sinensetina
(5,6,7,3’,4’-pentametoxiflavona), tangeretina (5,6,7,8,4’-pentametoxiflavona),
quercetogetina (3,5,6,7,3’,4’-hexametoxiflavona), nobiletina (5,6,7,8,3,4’-
hexametoxiflavona), 3,5,6,7,8,3’,4’-heptametoxiflavona, 7-hidroxi-3,5,6,3’,4’-
pentametoxiflavona e 7-hidroxi-3,5,6,8,3’,4’ -hexametoxiflavona (del RIO et al., 1998;
2004; HUANG; HO, 2013; MARTINEZ-NICOLAS et al., 2013).

As polimetoxiflavonas, assim como outros flavonoides, desempenham um
papel importante em plantas (del RIO et al., 1998). Podem agir como agentes
antioxidantes e inibidores de numerosas enzimas, como as fenolases (CHALLICE;
WILLIANS, 1970) e as pectinametiltransferases (de SWARDT; MAXIE; SINGLETON,
1967).

O potencial antifungico, antiviral e antibacteriano de alguns compostos
fendlicos ja foi estudado. Johann et al. (2007) estudaram a atividade antimicrobiana
de vérias polimetoxiflavonas contra fungos e bactérias patogénicas aos humanos,
além de fungos fitopatogénicos. No ensaio, as bactérias oportunistas foram mais
sensiveis a tangeritina, nobiletina e escoparina, obtidas de citros, do que os fungos
fitopatogénicos.

A flavona nobiletina, isolada da casca de tangerina, apresentou atividade
fungistatica para o crescimento micelial do fungo Deuterophoma tracheiphila Petri,
agente causal do “mal secco” (BEN-AZIZ, 1967). Huet (1982) fez uma revisdo sobre
o efeito dos citroflavonoides na farmacodinamica, relatando as atividades antifungica
e antiviral desses compostos. Kaul, Middleton Junior e Ogra (1985) enumeraram a
acao da quercetina, hesperitina e catequina na inibicdo da infecciosidade e da
replicacédo intracelular de varios virus que causam infecgdes em seres humanos,
como Herpes simplex virus type 1 (HSV-1), Poliovirus type 1, Human parainfluenza
virus type 3 (hPIV-3) e Human respiratory syncytial virus (hRSV). A naringenina,
encontrada na casca de bergamota (C. bergamia Risso) apresenta atividade
antibacteriana, principalmente contra as bactérias gram-negativas (MANDALARI et
al., 2007).

Para a inibicdo da motilidade e, subsequente, lise de zooOsporos do

estraminipila Aphanomyces cochlioides Drechsler, agente causal da podridao
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radicular da beterraba (Beta vulgaris L.), da podriddo negra de raizes de espinafre
(Spinacia oleracea L.), do “damping-off” em plantulas de acelga [Beta vulgaris subsp.
cicla (L.) W.D.J. Koch], entre outras espécies olericolas, Islam et al. (2002) testaram
varios produtos naturais, como os taninos poliflavonoides, um extraido da casca de
Lannea coromandelica (Houtt.) Merr. e dois taninos comerciais. Nesse trabalho, os
autores observaram que os poliflavonoides inibiram a motilidade e posteriormente o
rompimento dos zodsporos, em todas as relacbes de dose-resposta, nos intervalos
de concentracdo de 0,1-50 pg/mL. A maior atividade (inibicdo e lise) foi observada
no tempo de 60 minutos. Begum et al. (2002) estudaram a atividade bioldgica “in
vitro” dos derivados do acido anacardico (proveniente de frutos verdes de Ginkgo
biloba L.), no potencial zoosporicida contra A. cochlioides. Um dos compostos (22:1-
w’-acido anacardico) foi o inibidor de motilidade mais potente (98% em 30 min) com

55% de lise dos zodsporos encistados, em uma concentragdo de 1 x 1077 M.

2.1.11 Meios de cultura e qualidade da luz no crescimento micelial e na

esporulacado de Phytophthora nicotianae

Os esporangios (estruturas reprodutivas assexuais) e zodsporos (esporos
assexuais moveis formados no interior dos esporangios) das espécies de
estraminipilas sdo as mais importantes estruturas “fungicas” a serem responsaveis
pela disseminacéo, infeccao e desenvolvimento das doencas causadas por espécies
de Phytophthora em culturas agronémicas e florestais (LUZ; MATSUOKA, 2001).
Silva e Doihara (2003) relatam que nem sempre a obtencdo dessas estruturas
reprodutivas infectantes € alcancada através da utilizacdo dos meios de cultura
convencionais/tradicionais.

Para Mitchell e Kannwischer-Mitchell (1992), a producao de esporangios e de
zoosporos de Phytophthora é realizada mediante a aplicagdo de estresse nutricional.
O patégeno, depois de crescido e desenvolvido em meio de cultura é transferido
para agua destilada estéril, estimulando, assim, a formacdo de estruturas de
reproducdo, principalmente, a de esporangios (MITCHELL; KANNWISCHER-
MITCHELL, 1992).

A composicao qualitativa e quantitativa de substancias do meio de cultura age
influenciando tanto no crescimento, na morfologia da colénia, quanto na esporulagéo

dos fungos e estraminipilas fitopatbgenos, que por sua vez, apresentam
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necessidades nutricionais bastantes especificas. Quando o fungo é cultivado em
laboratério, é necessario que os meios de cultura sejam destinados a fazer a
simulacao ou até mesmo melhorar as condi¢cdes naturais dos substratos para que 0s
micro-organismos crescam e se desenvolvam satisfatoriamente, ainda que alguns
meios sejam quimicamente indefinidos (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 2010). Em
vista disso, diversos meios de cultura quanto a sua natureza de classificagdo, como
0s meios sintéticos (definidos), semissintéticos (mistos) e naturais (complexos,
empiricos) foram e continuam sendo desenvolvidos com a finalidade de fornecer os
nutrientes necessérios para que ocorra 0 crescimento e o desenvolvimento das
diferentes espécies de micro-organismos, principalmente de fungos, estraminipilas e
bactérias fitopatogénicas, cultivados fora do seu meio natural (SUMBALI;
MEHROTRA, 2009).

Historicamente, as espécies de Phytophthrora crescem e esporulam bem em
meios de culturas convencionais que contém decotos de feijdo-de-lima (Phaseolus
lunatus L.), farinha de milho (Zea mays L.), alfava (Medicago sativa L.), cenoura
(Daucus carota L.), batata e suco de vegetais industrializado V8® {tomate, beterraba,
cenoura, espinafre, aipo (Apium graveolens L.), alface (Lactuca sativa L.), salsa
[Petroselinum crispum (Mill.) Fuss] e agrido (Nasturtium officinale W.T.Aiton)}
(Campbell Soup Co.). Nesses decotos podem ser adicionados um agente gelificante
(o agar-agar, também conhecido simplesmente como agar ou agarose) e o meio de
cultura passa a ser solidificado. Em meios agarisados, algumas espécies de
Phytophthrora apresentam 6timo crescimento e esporulacdo. Por outro lado, outras
espécies desse fitopatdgeno, apresentam melhor crescimento e esporulacdo quando
crescidas em meios liquidos (RIBEIRO, 1983; ZENTMYER; ERWIN, 1970).

Além do meio de cultura, outros fatores sdo essenciais para a estimulacdo do
crescimento micelial e para a esporulacédo dos fitopatdégenos, como a luminosidade
(DHINGRA; SINCLAIR, 1995a).

Esse agente fisico exerce varios efeitos diretos sobre a célula fungica,
induzindo ou inibindo o desenvolvimento vegetativo, a formagdo de estruturas
reprodutivas e a germinacdo de conidios, ainda que algumas espécies fangicas
sejam indiferentes (efeito neutro) a quantidade e/ou qualidade da luz (COCHRANE,
1958; HAWKER, 1957; KUMAGAI, 1984; MINUSSI et al., 1977). A luz tem acdes
estimulantes sobre a reproducdo sexuada e assexuada para a maioria dos fungos
(MARSH; TAYLOR; BASSLER, 1959). Essa estimulacdo ocorre, principalmente,
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através da formacdo de anéis concéntricos alternados em meios de cultura
solidificados (os zoneamentos circulares de esporulacdo assexual in vitro, por
exemplo), correspondentes as alternancias diarias entre a presenca e auséncia de
luz. Isso delimita os estadios de crescimento e repouso vegetativo, conforme o
fotoperiodo empregado (HAWKER, 1965; MAHESHWARI, 2012; TEIXEIRA et al.,
2001). Em colbnias fungicas submetidas ao escuro, esses zoneamentos geralmente
nao sdo observados (MAHESHWARI, 2012; MINUSSI et al., 1977).

De acordo com Cooperman e Jenkins (1986) e Dhingra e Sinclair (1995a), a
maioria dos fungos que séo sensiveis a luz esporula e cresce melhor quando sdo
expostos a luz ininterrupta ou ao escuro continuo; entretanto, alguns fungos, como
os chamados de esporuladores diurnos necessitam de alternancia de luminosidade
(um periodo no claro e outro no escuro) para iniciar a esporulacdo. Esses fungos
estdo bem adaptados ao regime diario de alternancia luminosa (claro/escuro), ja que
esta é a situacao tipica da natureza onde os fungos fitopatogéncios se encontram
(TEIXEIRA et al., 2001).

Dhingra e Sinclair (1995a) relatam que alguns fungos precisam
obrigatoriamente de luz para iniciar a formacdo de conidi6foro e para a
esporogénese (processo de formacgdo dos esporos), porém, a esporulacao é inibida
pela presenca de luz. Melo e Reis (2010) e Pulz e Massola Jr. (2009) relatam que
alguns fungos tém a sua esporulacdo e o crescimento inibidos ou reduzidos pela
auséncia de luz.

No género Phytophthora, as investigacdes sobre os efeitos da luz visivel e
invisivel na esporulacdo indicaram que a resposta a luz difere com a espécie
(ARAGAKI; HINE, 1963; COHEN; EYAL; SADON, 1975; RIBEIRO; ZENTMYER;
ERWIN, 1975; ZENTMYER; RIBEIRO, 1977).

2.2 Objetivo geral

O presente trabalho visa contribuir para andlise e elucidacdo de alguns
mecanismos de resisténcia dos citros a P. nicotianae, por meio de estudos
fisiolégicos e bioquimicos dos porta-enxertos citrumeleiro Swingle e tangerineira
Sunki, respectivamente, resistente e susceptivel ao patégeno, além da acdo de

meios de cultura e da qualidade da luz no estudo da fisiologia desse estraminipila.
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2.3 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

v' Fazer a deteccao de alguns compostos fendlicos através da técnica

HPLC (High Performance/Pressure Liquid Chromatography) em plantas
inoculadas e ndo-inoculadas dos dois genotipos citricos;

Verificar o comportamento do genétipo resistente frente a possivel
inibicdo e desativacdo da sintese de compostos fendlicos através do
tratamento das raizes do porta-enxerto Swingle com o regulador de
crescimento de plantas (RCP) Prohexadione-Ca (Pro-Ca), que pode
vim a atuar também como inibidor da sintese de compostos fendlicos
nas plantas;

Avaliar a atracdo de zodsporos de P. nicotianae por exsudatos
radiculares provenientes dos dois porta-enxertos com a utilizacdo de
uma armadilha adaptada, com a finalidade de valida-la como uma nova
metodologia para a quantificacdo de zo6sporos atraidos por exsudatos
de plantas;

Verificar o comportamento do zooOsporo, a motilidade e a
zoosporogénese frente a acdo de varios compostos fendlicos
sintetizados; e,

Testar a acao de diferentes meios de culturas e da qualidade da luz no

crescimento micelial e na producéo “in vitro” de zoGsporos.

2.4 Material e métodos

2.4.1 Locais de conducéao dos experimentos e amostragem

Os experimentos foram montados e conduzidos no Campo Experimental e no

Laboratério de Fungos Fitopatogénicos. Ambos 0s espacos sdo pertencentes ao

Departamento de Fitopatologia e Nematologia da Escola Superior de Agricultura

“Luiz de Queiroz’/Universidade de Sao Paulo Esalg/USP), que esta localizada na

Cidade de Piracicaba, Estado de Sdo Paulo, Brasil.
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2.4.2 Cessao, cultivo, inducao para a esporulacéo, calibracdo e preservacao do
isolado de Phytophthora nicotianae

O isolado LRS (Laboratério Regional de Sorocaba) 01/2006 de P. nicotianae
foi cedido pelo Pesquisador Cientifico M. Sc. Eduardo Feichtenberger, lotado na
UPDS (Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Sorocaba) do Instituto Biologico
[6rgdo vinculado a APTA (Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios) da
SAA (Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Séo Paulo)]. O isolado
foi aquele que se mostrou o mais agressivo dentre os sete cedidos por esse
pesquisador e, dessa forma, levando em consideragéo esta importante caracteristica
fitopatoldgica inerente ao isolado, o mesmo foi selecionado para a conducdo de
todos os experimentos (BELTRAME, 2010; ESCANFERLA, 2011).

O isolado foi cultivado em meio Cenoura—Agar (CA) modificado (Cenoura: 200
g; Agar: 20 g; e Agua destilada: 1000 mL) (LANGERON, 1945) e apds a repicagem,
as placas foram mantidas em camara de crescimento do tipo BOD (Biochemical
Oxygen Demand) (AC71, Acdo Cientifica, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), nas
condi¢Bes ambientais de 25 + 1 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

Para o preparo da producéo de in6culo viavel foi utilizada a metodologia | de
Ribeiro e Baumer (1977) com modificagcbes e alguns passos preconizados por
Gooding e Lucas (1959). Das colbnias de P. nicotianae, com dez dias de cultivo,
foram retirados discos de micélio de 6 mm de didmetro contendo estruturas do
patégeno. Estes discos (15 por placa) foram transferidos para placas de Petri
plasticas (90 mm de didmetro x 15 mm de altura) com o auxilio de uma alga de
platina flambada (Figura 1A).

Em seguida, houve a deposicdo de 15 mL, sobre os discos de CA, do meio
liguido de Cenoura (200 g de Cenoura triturada/1000 mL de Agua destilada,
autoclavado a 121 °C por 20 minutos), o qual foi diluido na proporcao de 2:8 [2 mL
de meio liquido de Cenoura: 8 mL de ADE (Agua Destilada Esterilizada)], passando
a denominar-se de “meio pobre”. Nessa etapa, objetivou-se colocar os discos de CA
(com as estruturas do patdgeno) diretamente em contato com o meio liquido,
cobrindo-os suavemente, tendo a finalidade de estimular a formagdo de material
micélico do “fungo” e de clamiddsporos, pelo periodo de 36 h (Figura 1B).

Apos esse periodo, o meio liquido de Cenoura foi removido das placas,

assepticamente, com uma pipeta plastica estéril, sendo substituido por 20 mL de
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ADE. Posteriormente, as placas foram mantidas por mais 36 horas nas mesmas
condicdes ambientais que serdo listadas a seguir. O estresse nutricional, dessa
segunda etapa, fez com que aqueles clamidésporos formados na etapa anterior,

agora passassem para a producao de esporangios.

Figura 1 — Disposicdo dos discos de CA (Cenoura—Agar) contendo estruturas do patégeno
Phytophthora nicotianae nas placas de Petri plasticas. A: Antes da adicdo do meio
liqguido de Cenoura diluido na proporcdo de 2:8 [2 mL de meio liquido de Cenoura: 8 mL
de ADE (Agua Destilada Esterilizada)]; e, B: Com 36 horas apés a adicdo do meio
liquido de Cenoura diluido, denominado de “meio pobre”

As placas, nas duas etapas, permaneceram em camara de crescimento do
tipo BOD (AC71, Acao Cientifica, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 25 + 1 °C, com
fotoperiodo de 24 horas e depois foram transferidas para prateleiras de estante até o
inicio dos experimentos. Para a inducdo e liberagcdo dos zodsporos na agua, as
placas foram mantidas por 60 min a 6 °C (em prateleiras de geladeira) e, em
seguida, foram colocadas por mais 60 min a temperatura ambiente (= 25 °C) em
bancada de laboratério. Essa etapa (de choque térmico) é importante para promover
a inducao da clivagem citoplasmética do esporangio e, como efeito desse processo,
ocorre a subsequente liberacdo dos zodsporos pela papila, apés o retorno gradual
do conjunto a temperatura ambiente (SIVIERO; FURTADO; MACHADO, 2002).

Os zoésporos liberados foram filtrados em gaze estéril. A calibragem da
suspensao de P. nicotianae foi realizada em hemocitémetro. Como o0s zodsporos
possuem flagelos que facilitam a natacao, treinou-se a acuidade visual para contar o
maior nimero de zoGsporos presentes em cada area dos quatro cantos (quadrantes
maiores) em ambas as zonas de contagem (total de oito quadrantes). A suspensao

utilizada nas inoculacdes e ensaios foi ajustada para 10° zoésporos/mL.
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O isolado, até a instalacdo dos experimentos, foi preservado por trés
métodos:

1°) em &gua destilada esterilizada pela técnica de Castellani (1939) e
adaptada por Figueiredo (1967) para fungos fitopatogénicos. Os frascos de vidro do
tipo penicilina injetavel (20 mL) foram vedados e armazenados em camara frigorifica
(camara fria com aproximadamente 4 °C);

2°) pela técnica de tiras de papel de filtro (BASSEL et al., 1977) adaptado,
com armazenamento em ultrafreezer, a =80 °C (Sanyo MPF-U333V, Sanyo Electric
Co., Ltd., Moriguchi, Osaka, Japao); e,

39 por transferéncias/repicagens peridédicas de discos de meio de cultura
contendo estruturas miceliais e reprodutivas do fitopatégeno. Nesse método, teve-se
o cuidado de manter o controle das sucessivas transferéncias, evitando dessa forma,
a perda ou declinio da patogenicidade, da viabilidade, das mudancas na viruléncia,
do decréscimo da capacidade de esporulagdo, do detrimento da estabilidade
(caracteristica) morfoldgica, fisiolégica e genética do fungo, assim como, do acumulo
de metabdlitos excretados no decorrer do crescimento e desenvolvimento do micro-
organismo no meio de cultura (FENNELL, 1960; FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1989;
DHINGRA; SINCLAIR, 1995b; MEYER et al., 2006; SANTOS et al., 2010; PIRES;
APARECIDO; FINATTI, 2012).

2.4.3 Obtencdo e armazenagem das sementes, autoclavagem do substrato e

cultivo das plantulas dos porta-enxerto citricos

Os porta-enxertos utilizados no presente estudo sdo o citrumeleiro Swingle,
considerado resistente a P. nicotianae e a tangerineira Sunki, susceptivel ao
patébgeno. As sementes, de ambos os gendétipos, foram cedidas pelo Fundo de
Defesa da Citricultura (Fundecitrus) (Araraquara—Sao Paulo), Centro APTA Citros
“Sylvio Moreira” (Cordeirdpolis—Sdo Paulo) e produtor particular (Limeira—S&o
Paulo). Estas sementes foram acondicionadas em embalagem de saco de polietileno
transparente, fechadas e armazenadas em geladeira comum a 4,5 = 2 °C e umidade
relativa (UR) de 43 * 5%.

As sementes foram desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sodio e agua
destilada esterilizada, na proporcédo de 1:3, por 5 minutos e, em seguida, foram

lavadas trés vezes em agua destilada estéril. Apos esse procedimento, as mesmas
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foram semeadas em bandejas plasticas destinadas para a producdo de mudas,
contendo como substrato de solo, um composto de vermiculita expandida
esterilizada em autoclave por 120 min, por dois dias consecutivos.

Cada processo de autoclavagem do solo foi realizado duas vezes, com o
intervalo de sete dias entre uma autoclavagem e outra. Esse intervalo de tempo foi
necessario para que o manganés, possivelmente presente na vermiculita, ficasse
imobilizado, ou seja, indisponivel para as plantulas (MENEZES; ASSIS, 2004), pois
teores de manganés nos solos autoclavados sdo extremamente elevados (BOYD,
1971; LOPES; WOLLUM II, 1976; SONNEVELD, 1979; GOMES; CARNEIRO, 1997,
MAHMOOQOD et al., 2014), afetando, em partes, a germinagcdo das sementes e 0
desenvolvimento das plantas (WILLIAMS-LINERA; EWEL, 1984), assim como,
causando fitotoxidez a estas (BOYD, 1971; SONNEVELD, 1979; TSUJI et al., 2006).
Depois da ultima autoclavagem, esperaram-se mais sete dias e o solo foi finalmente
utilizado para a semeadura. As bandejas foram mantidas em casa-de-vegetacdo e o
substrato, primeiramente com as sementes e, posteriormente, com as plantulas, foi
irrigado diariamente até a retirada destas para o processo de inoculacdo. As
condicbes ambientais da casa-de-vegetacdo oscilaram entre 15 a 33 °C para a
temperatura e 62 a 100% para a umidade relativa.

2.4.4 Deteccdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

2.4.4.1 Instalacdo do ensaio, coleta, criodessecacao e trituracéo das raizes

Para o ensaio de determinacdo dos compostos fendlicos por HPLC, plantulas
de citrumeleiro Swingle e tangerineira Sunki, com trés meses de idade, tiveram todo
o sistema radicular inoculado com suspensdo ajustada de 10° zoésporos/mL de P.
nicotianae, em recipientes de vidro (do tipo Becker) com capacidade para 250 mL.
Cada gendtipo foi inoculado separadamente durante o periodo de seis horas.

ApoOs o processo de inoculagéo, as plantulas foram mantidas em recipientes
com ADE, a qual foi trocada diariamente. As raizes foram coletadas em dois tempos
(2 e 4 dias ap0s a interrupcdo do processo de inoculagdo). Como tratamento
controle foi utilizado plantulas dos mesmos genétipos mantidas somente em ADE. O

delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 2 x 2
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(dois gendtipos x dois tipos de inoculagcdo x dois tempos de coleta), com quatro
repeticdes por tratamento.

As raizes foram acondicionadas em sacos de papel, etiquetadas e
criodessecadas em liofilizador (Alpha 2-4 LD Plus, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Niedersachsen, Alemanha),
acoplado a uma bomba de vacuo de pistdo rotativo (Duo 10 M, Pfeiffer Vacuum
Technology AG, ARlar, Hessen, Alemanha), e que foi auxiliada por um filtro
eliminador de névoa de 6leo (ONF 25 L, Pfeiffer Vacuum Technology AG, ARlar,
Hessen, Alemanha).

Em seguida, as raizes criodessecadas, com o descarte da raiz pivotante,
foram segmentadas, com auxilio de uma lamina de carbono estéril, em fragmentos
de cerca de 2 cm. Estes foram acondicionados em microtubos de 2 mL de fundo
arredondado (Eppendorf Safe-Lock Tubes™, Eppendorf AG, Hamburg, Hamburg,
Alemanha) e moidos em desruptor e homogeneizador de amostras biolégicas para
analise molecular TissueLyser Il (Qiagen GmbH, Hilden, Niedersachsen, Alemanha),
com a adicdo de duas esferas de carboneto de tungsténio de 3,0 mm de diametro,
dentro dos microtubos plasticos, na programacdo de 30 Hz (1800
oscilagbes/minuto), com o tempo de execucdo de dois minutos.

Apbs essa etapa, as amostras foram processadas para a quantificacdo de

compostos fendlicos.

2.4.4.2 Extracédo e deteccdo dos compostos fendlicos

Para a extracdo, determinacdo e identificacdo dos compostos fendlicos,
seguiu-se a metodologia descrita por Fischer et al. (2006) e Roemmelt et al. (2003)
com modificagdes. As amostras analisadas constituiram-se em fracdes com massa
de 100 mg de raizes criodessecadas e trituradas, conforme os passos descritos no
item 2.4.4.1. Estas foram acondicionadas em microtubos de 2 mL. Em cada amostra
foi adicionado 500 pL de metanol PA (Pré-Analise), seguindo-se de extragdo em
banho ultrassénico (ultrassom) por 30 minutos a 4 °C. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm a 4 °C, por 10 min e o0s sobrenadantes
transferidos para novos microtubos. As amostras foram colocadas novamente, por
mais duas vezes, para extracdo e centrifugacdo do extrato metanodlico. Nessas

etapas, seguiu-se as mesmas quantidades de metanol, temperaturas, tempos e
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rotagdo preconizadas nas etapas iniciais. Em novos microtubos, com cerca de 1 a
1,5 mL de sobrenadante, as amostras foram levadas para liofilizador, por cerca de
2,5 h (até o metanol desaparecer por completo). Os sedimentos foram dissolvidos
novamente com 500 yL de metanol PA e colocados em banho ultrassoénico por 10
min a 4 °C. ApOs essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm a 4 °C,
por 10 min e os sobrenadantes transferidos para novos microtubos. Isso foi
necessario para estabelecer o ajuste da melhor diluicdo que favorecesse a deteccao
de compostos fendlicos.

A diluicao estabelecida para deteccao foi na razdo de 1 (extrato metandlico de
amostra) para 20 (metanol PA) conforme os mesmos valores obtidos por Escanferla
(2011). Desse modo, pequenas quantidades (aliquotas em torno de 70 uL) do
sobrenadante dessa Ultima extracdo e centrifugacdo de cada amostra foram
utilizadas para as analises.

As amostras foram injetadas para analise em aparelho HPLC e os compostos
fendlicos foram separados em uma coluna Kinetex™ Tecnologia Core-Shell
Pentafluorofenil (PFP) (Phenomenex, Inc., Torrance, California, Estados Unidos da
Ameérica), com particulas de 2,6 ym, poros de 100 A e dimensdes de 150 x 4,6 mm
de diametro interno. O HPLC foi realizado em gradiente de metanol (PA) e solucao
aquosa de 5% de &cido férmico, de modo que 0 processo iniciou com mistura de
100% da solucao de acido formico:0% metanol e terminou com 10% de solucéo de
acido formico:90% metanol. O fluxo foi de 0,5 mL/min (TREUTTER et al., 1994) e o
tempo de corrida para cada amostra foi de 60 minutos. Para tanto, o equipamento
esteve acoplado a duas bombas 422 Master (Kontron®, Tradate, Varese, Itdlia) e a
um detector de arranjo de diodos UV 78-279201 e de fluorescéncia RF—20A (ambos
da Goebel Instrumentelle Analytik, Au in der Hallertau, Baviera, Alemanha) (BECK;
van HOEK; ENGELHARDT, 1993). Os flavonoides equivalentes de apigenina e de
acido clorogénico foram seletivamente detectados a 280 nm e identificados pelos
seus espectros de absorvancia no ultravioleta. Este experimento foi realizado

apenas uma vez.

2.4.4.3 Analise estatistica dos dados

Antes da aplicacdo da andlise de variancia (Anava) foram realizadas analises

exploratorias, para os dados em estudo, com a finalidade de verificar o correto
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atendimento aos pressupostos do modelo matematico, tais como a normalidade de
distribuicdo dos residuos (W) e dos dados (D), respectivamente (SHAPIRO; WILK,
1965; LILLIEFORS, 1967), a homogeneidade de variancias entre os tratamentos
[homoscedasticidade (Q)] (BURR; FOSTER, 1972), a aditividade do modelo
(TUKEY, 1949) e a analise da independéncia dos erros/residuos aleatorios (FISHER,
1925; PARENTE, 1984). Todos os testes foram aplicados ao nivel de P < 0,5.

Os valores de cada repeticdo de apigenina e de acido clorogénico foram
expressos em média para cada tratamento. As médias dos dados foram submetidas
a Anava por meio do teste F (ZAR, 2010, SNEDECOR, 1934; FISHER;
MACKENZIE, 1923) (P = 0,01), com aplicacéo do teste de compara¢cGes multiplas de
médias pelo método de Tukey (1953) (P = 0,05). Para este procedimento, utilizou-se
0 programa estatistico Assistat (versdo 7.7, Centro de Tecnologia e Recursos
Naturais, Universidade Federal de Campina Grande, Campina Grande, Paraiba,
Brasil) (SILVA; AZEVEDO, 2002).

2.4.5 Inibicdo da sintese de compostos fendlicos através do tratamento das

raizes com Prohexadione-Ca (Pro-Ca) e detectados pela técnica HPLC

2.4.5.1 Instalagéo e condugéo do ensaio

Para este ensaio, o comportamento do gendtipo resistente frente a possivel
inibicdo da sintese de compostos fendlicos através do tratamento das raizes com
Prohexadione-Ca (Pro-Ca) foi realizado conforme a metodologia desenvolvida por
Fisher et al. (2006) com adaptacBes. O sistema radicular de plantulas do porta-
enxerto citrumeleiro Swingle (resistente) com seis meses de idade foram tratados
com Regalis® (BAS 125 10 W, BASF Agricultural Center, Ludwigshafen am Rhein,
Rheinland-Pfalz, Alemanha) que contém Pro-Ca 10%. A solucdo de Regalis® foi
preparada na concentracao de 250 ppm com base no ingrediente ativo. Para isso, 0
granulado dispersavel em agua foi preparada sob agitagdo continua em agitador
magnético (MA 085, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). As plantas foram
colocadas em Becker com capacidade para 500 mL, as quais foram mantidas em
camara de crescimento do tipo BOD (AC71, Acédo Cientifica, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil), com as seguintes condi¢des ambientais médias de 25,5+ 1 °C e UR de 65 *
5% e fotoperiodo de 12 h.
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O sistema radicular foi tratado por dez dias nessa solugdo (com a reposicao
periddica desta solucdo, em consequéncia do consumo de agua pela planta, através
da transpiracdo). Concomitantemente, o sistema radicular de algumas plantas
(incluindo o tratamento controle absoluto) foi colocado em &gua destilada
esterilizada (ADE) por igual periodo (Figura 2).

Os tratamentos controle de Pro-Ca e absoluto, para posterior verificagdo dos
compostos fendlicos supostamente inibidos, pela técnica de HPLC, foram coletadas
antes do inicio do processo inoculativo, com a finalidade de verificar como se
comportou a sintese de compostos fendlicos imediatamente antes a inoculagdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois tratamentos
(controle de Pro-Ca e absoluto), sendo que cada tratamento continha quatro

repeticoes.

Figura 2 — Tratamentos de plantulas de citrumeleiro Swingle mantidas em &gua destilada esterilizada
e solucdo de Pro-Ca (10%) a 250 ppm, respectivamente, para a inibicdo de compostos
fendlicos

O acondicionamento, criodessecacao e trituracdo das amostras seguiram 0s
passos descritos no item 2.4.4.1 e a extragdo e deteccdo dos compostos fendlicos

inibidos, as etapas do item 2.4.4.2.

2.4.5.2 Analise estatistica dos dados



87

Antes da aplicacdo da analise de variancia foram realizados os procedimentos
exploratorios descritos no primeiro paragrafo do item 2.4.4.3.

Os valores de apigenina e de acido clorogénico foram expressos em meédia
para cada tratamento. As médias dos dados foram submetidas a anéalise de variancia
pelo uso do teste F (ZAR, 2010, SNEDECOR, 1934; FISHER; MACKENZIE, 1923)
(P = 0,01) e para testar a probabilidade (P) de significancia das diferencas entre as
duas médias comparadas (as dos compostos fendlicos, provenientes dos dados
numericos parametricos entre os dois tratamentos) foi utilizado o teste “t” de Student
(1908) em amostras pareadas. As diferencas foram consideradas significativas
quando P < 0,05.

2.4.6 Validacdo de um prototipo de armadilha para atracdo de zodsporos de

Phytophthora nicotianae por exsudatos radiculares de porta-enxertos citricos

2.4.6.1 Confeccédo das armadilhas

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados com uma modificacdo do
protétipo de armadilha desenvolvido por Dalio (2013) e Massola Junior et al. (2012)
que serve para a captura por adesdo e posterior quantificacdo de zodsporos
encistados de P. nicotianae com a utilizagdo de exsudatos radiculares dos dois
porta-enxertos citricos adotados no presente estudo, bem como o uso de agua
destilada esterilizada, que serviu de constituicdo para o tratamento controle.

Tubos com fundo cbnico do tipo Falcon (com capacidade de 50 mL) tiveram
trés furos laterais imediatamente antes da parte conica (base), de onde foi encaixada
a parte superior de ponteiras destinadas para uso em pipeta automatica. Estas foram
adaptadas e serradas (Figura 3 e 4). As ponteiras ficardo suavemente inclinadas
para baixo e a distancia na horizontal de uma ponteira para outra foi de 120°. Na
extremidade de saida das trés ponteiras também foram encaixados trés tubos com
fundo cénico do tipo Falcon. Nestes, por sua vez, tiveram na abertura realizada para
0 encaixe, a alocacdo da parte inferior da ponteira, justamente para facilitar o
encaixe da membrana de celulose por uma leve pressao quando da montagem do
conjunto.

Esse modelo de um tubo central e de trés ao redor deste visa a otimiza¢ao do

sistema, pois a disposi¢cao dos trés tubos secundarios, além de servir como base de
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apoio, contribuindo para a fixacdo da armadilha numa superficie plana, facilita o
trabalho com mais amostras e tratamentos, ja que neste prot6tipo pode-se trabalhar
com varios genotipos, além do tratamento controle (adgua), utilizado a mesma
suspensao de zodsporos.

Como o material é de plastico e resistente ao calor umido, 0 mesmo foi
esterilizado, em autoclave (com os procedimentos padrdes de autoclavagem: 121 °C
a 1 atm por 20 minutos), separadamente, e envolto em papel aluminio. Apds o

resfriamento do conjunto, os mesmos foram montados em camara de fluxo laminar e

levados para bancada de laboratdério.
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-
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Figura 3 — Tratamentos de exsudatos radiculares de citrumeleiro Swingle, tangerineira Sunki e agua
destilada para a validacdo de um protétipo de armadilha em vista da atracdo de zodsporos

de Phytophthora nicotianae (vista lateral)
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Figura 4 — Tratamentos de exsudatos radiculares de citrumeleiro Swingle, tangerineira Sunki e agua
destilada para a validagdo de um prot6tipo de armadilha em vista da atracao de zoGsporos
de Phytophthora nicotianae (vista superior)

2.4.6.2 Obtencao dos exsudatos radiculares

Para a obtencdo dos exsudatos radiculares, plantulas dos dois gendtipos,
com seis meses de idade, foram colocadas em Erlenmeyer de 1000 mL de
capacidade. Para cada cinco plantas foram utilizados 200 mL de agua destilada. Os
Erlenmeyer com as plantas permaneceram durante dois dias na janela do laboratério
para a realizacdo das trocas gasosas (fotossintese, respiracéo celular, condutancia
estoméatica e transpiracdo) com a finalidade das raizes liberarem os exsudatos
(DALIO, 2013). A esterilizacao do exsudato foi conduzida em filtro de membrana GS
em éster de celulose Millipore® (0,22 um, 47 mm de diametro) (GSWPO4700, EMD
Millipore™, Billerica, Massachusetts, Estados Unidos da Ameérica), utilizando uma
bomba de alto vacuo de pistdo isento de 6leo (Biomec P-730, Biomec, Araucéria,
Parand, Brasil), a qual gera um vacuo maximo de 730 mmHg.

Os exsudatos foram mantidos em ultrafreezer a —-80 °C (Sanyo MPF-U333V,
Sanyo Electric Co., Ltd., Moriguchi, Osaka, Jap&do) e antes da realizacdo dos
experimentos, os mesmos eram descongelados para a temperatura ambiente de
laboratério. Em seguida, as raizes foram seccionadas do coleto, cortadas e
fotografadas com camara digital Mavica (MVC CD500, Sony Corporation, Tokyo,

Kantd, Japao) para mensuracdo da area radicular. Esta mensuracéo foi realizada
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pelo processamento das imagens digitalizadas no programa Safira (Sistema de
Andlise de Fibras e Raizes) (versdao 1.1, Laboratério de Imagem, Embrapa
Instrumentacdo Agropecuaria, Sado Carlos, Sdo Paulo, Brasil). Foram realizadas trés
leituras sucessivas para cada foto e considerou a média das observagdes para o

calculo da area radicular de cada gendtipo.

2.4.6.3 Calibracéo dos exsudatos radiculares

Os resultados referentes a area radicular das plantas que foram necessarias
para a extragcdo dos exsudatos radiculares mostraram que o citrumeleiro Swingle
teve maior area (72,372 cm?), enquanto que para a tangerineira Sunki, a area
radicular foi de 21,659 cm?. Dessa forma, para o citrumeleiro Swingle houve a
necessidade de fazer o ajuste (diluicdo) do exsudato radicular deste genétipo, com a
finalidade de fazer a correspondéncia a area radicular total da tangerineira Sunki
para obter igual volume de exsudato. Para isso, o ajuste foi realizado pelo fator de
diluicdo (3,34) e ambos os exsudatos radiculares ficaram na mesma concentracéo
(DALIO, 2013).

2.4.6.4 Montagem e validag&o das armadilhas

Quando da realizacao dos ensaios, nas extremidades das ponteiras cortadas
gue serviram de canais de interligacao entre o tubo Falcon central e os secundarios
foram colocados pedacos previamente cortados de tubo de dialise de membrana de
celulose (D9277-100 FT, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim an der Murr,
Baden-Wurttemberg, Alemanha), com a retencdo de 12 kDa. A membrana de
celulose foi escolhida com a finalidade de facilitar o fluxo de deslocamento dos
exsudatos radiculares por difusdo, levando em consideracdo a microcapilaridade do
sistema.

Para isso, a fita de membrana de celulose foi cortada com cerca de 1 cm de
comprimento, depois colocada em agua aquecida para descolar a membrana
achatada e novamente cortada ao meio para a acomodacao desta no conjunto,
dando uma leve pressao para o encaixe final. Para a condugdo do processo de
transferéncia e de corte, utilizou-se tesoura e pinca estéreis na movimentagdo dos

pedacos da membrana de celulose.



91

O protoétipo foi mantido, durante todo o ensaio, em bancada de laboratério
(25,5 1 °C e UR de 65 + 3%) pelo periodo de 1 h e 30 min. Nos primeiros trinta
minutos foram colocados nos seus respectivos tubos, a quantidade aproximada de
25 mL de agua destilada esterilizada e dos exsudatos diluido (Swingle) ou néo
(Sunki) e no tubo do meio foram adicionados cerca de 20 mL de agua destilada
estéril visando o equilibrio da difusdo. Apés esse periodo, colocou uma aliquota da
suspensao concentrada de P. nicotianae para que a concentracao final, dentro do
tubo Falcon central, ficasse em torno de 10° zodsporos/mL. Essa segunda etapa
teve o intervalo de tempo de 1 h. Para a retirada de bolhas de ar retidas nos canais
das ponteiras, quando da colocacao dos liquidos, foi utilizada uma pipeta de Pasteur
de plastico graduada de 3 mL (CralPlast, CRAL Artigos para Laboratoério Ltda, Cotia,
Sao Paulo, Brasil) para cada tratamento. Estas foram aquecidas e dobradas para
facilitar a sucgéo e expulsdo das bolhas de ar presentes nos canais.

Posteriormente, os tubos em que estavam alocados a parte inferior da
ponteira foram desencaixados das pontas das ponteiras que estdo presentes no
tubo central. As membranas ficaram “grudadas” na parte inferior daqueles tubos.
Depois, moldou-se na membrana de celulose, com uma lamina de bisturi de ago
carbono estéril, um circulo com cerca de 6 mm de didmetro que, em seguida, foi
retirado com muito cuidado da ponta do encaixe, com o auxilio de uma pinga
flambada e resfriada ao ar. Esse circulo foi posto em cima de uma lamina de vidro
virgem e sobre ele, colocada uma laminula. O conjunto foi vedado com esmalte
incolor para a confeccdo da preparacdo microscopica permanente com a finalidade
de fazer a leitura da zoosporogénese. A quantidade de zodsporos germinados
presentes na membrana de celulose foi contada em microscépio de luz (Olympus
CX21FS1, Olympus Optical Co., Ltd, Shenzhen, Guangdong, China), em lente de
aumento de 10x.

Antes do experimento definitivo, foram realizados ensaios preliminares com o
intuito de obter o tempo certo de retirada da membrana. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e para cada tratamento, utilizaram-se

quatro repeticoes.

2.4.6.5 Anélise estatistica dos dados
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Inicialmente, na andlise estatistica dos dados de atracdo de zodsporos foram
realizadas andlises exploratdrias, conforme os procedimentos descritos no primeiro
paragrafo do item 2.4.4.3, com a finalidade de verificar o correto atendimento aos
pressupostos do modelo matematico.

Conforme as recomendacdes de Bartlett (1947) e Yamamura (1999) houve a
necessidade de transformar os dados para X +0,5, com a finalidade de confirmar a

adequabilidade dos dados no que se refere o posterior processamento estatistico.
Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia (Anava) por meio do
teste F (ZAR, 2010, SNEDECOR, 1934; FISHER; MACKENZIE, 1923) (P = 0,01),
com aplicacdo do teste de comparacdes mdultiplas de médias pelo método de Tukey
(1953) (P = 0,05). Para este procedimento, utilizou-se o programa estatistico Assistat
(versado 7.7) (SILVA; AZEVEDO, 2002).

2.4.7 Uso do anticorpo contra a elicitina “a-plurivorina” no estudo do consumo
de agua por raizes de plantulas de tangerineira Sunki e inoculadas com
Phytophthora nicotianae

Na conducéo deste experimento foi utilizado o anticorpo primario produzido
contra a elicitina “a-plurivorina” (antiga “citricolina”), proveniente de P. plurivora T.
Jung & T.l. Burgess (antigamente essa espécie era denominada de P. citricola
Sawada), isolada de faia-européia (Fagus sylvatica L.). Este anticorpo foi fornecido
de forma purificada pelo grupo do pesquisador e professor Dr. Wolfgang ORwald do
Departamento de Patologia de Arvores Florestais (Fachgebiet Pathologie der
Waldbaume)/Faculdade de Estudos de Ciéncias Florestais e Gestdo de Recursos
(Studienfakultat Forstwissenschaft und Ressourcenmanagement)/Centro de Ciéncias
para Nutricdo, Uso da Terra e Meio Ambiente de Weihenstephan
(Wissenschaftszentrum Weihenstephan fur Ernahrung, Landnutzung und Umwelt),
da Universidade Técnica de Munique (Technische Universitat Minchen), localizada
em Freising-Weihenstephan, Bavaria, Alemanha. O anticorpo foi testado por
Fleischmann et al. (2005) e Dalio (2013), no estudo do patossistema F. sylvatica x P.
plurivora.

Para isso, foram utilizadas plantulas do genotipo susceptivel (tangerineira

Sunki) ao ataque de P. nicotianae, com trés meses de idade. As plantulas foram
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colocadas dentro de microtubos do tipo Eppenderf (capacidade para 2 mL). Em cada
Eppendorf colocou-se 1,8 mL de ADE, suspensdo de zodsporos ou suspensao +
anticorpo, que fizeram parte dos seguintes tratamentos: controle (ADE), plantulas
inoculadas com P. nicotianae e P. nicotianae + anticorpo diluido (200 e 500 vezes),
respectivamente (Figura 5). Cada tratamento constou-se de dez plantulas e cada
plantula foi considerada como uma repeticdo. A suspensdo de P. nicotianae foi
ajustada para 10° zo6sporos/mL. Apds o processo de montagem do experimento, 0s
microtubos, na parte superior, foram vedados com tiras de Parafim® (PM996,
Pechiney Plastic Packaging, Inc., Chicago, lllinois, Estados Unidos da América) e
encaixados em suporte de plastico (tipo rack para 80 microtubos) de varias cores
(Figura 5). Os suportes foram mantidos em camara de crescimento do tipo BOD
(AC71, Acéo Cientifica, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), com as seguintes condicdes
ambientais médias de 25,5 + 1 °C e UR de 65%.

As plantulas, apés a instalacdo experimental e a cada 24 h, foram pesadas
em balanca analitica e de precisdo (AY220, Shimadzu do Brasil, Curitiba, Parana,
Brasil) de quatro casas decimais (0,0000 g) para a quantificacdo do consumo
(transpiracdo + evaporacao) de agua, que foi determinado pela diferenca diaria das
massas dos conjuntos (microtubos + tiras de Parafim® + &gua + plantulas)
(FLEISCHMANN et al.,, 2005; BELTRAME, 2010). O ensaio foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e dez repeticoes.

Como havia o consumo de agua, esta era reposta de dois em dois dias até
atingir a marcacgdo, em alto relevo, de 2 mL no microtubo, com o auxilio de uma
seringa descartavel para cada tratamento. O experimento foi conduzido até o 12° dia
apos a instalacdo deste. No ultimo dia de leitura, a reposicdo de agua nao foi
realizada.

Os dados foram plotados em planilhas do programa Microsoft Excel® (versdo
11.0, Microsoft Corporation, Redmond, Washington, Estados Unidos da Ameérica)
para a confeccdo dos gréaficos e para a visualizacdo dos desvios padrdes (D.P.). Os
procedimentos para a analise estatistica deste experimento seguiram igualmente
aos descritos nos dois paragrafos do item 2.4.4.3 e estdo presentes na parte de
Apéndices da tese.
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Figura 5 — Suporte de plasticos (tipo rack) com as plantulas de tangerineira Sunki tratadas com o
anticorpo primario produzido contra a elicitina “a-plurivorina”. A: Tratamento controle; B:
Plantulas inoculadas com Phytophthora nicotianae + anticorpo contra a-plurivorina diluido
200 vezes; C: Plantulas inoculadas com P. nicotianae + anticorpo contra a-plurivorina
diluido 500 vezes; e, D: Plantulas inoculadas com P. nicotianae. Fotos tiradas no dia da
instalacdo do experimento

2.4.8 Atividade zoosporicida de compostos fendlicos (polimetoxiflavonas e
flavonoides) na motilidade e germinacdo de zodsporos de Phytophthora

nicotianae

2.4.8.1 Producéao de zo6sporos

A producdo de zoGsporos seguiu a metodologia descrita no item 2.4.2, com
ajuste da suspenséo desse estraminipila para 10° zo6sporos/mL.

2.4.8.2 Compostos quimicos

2’,3’-dimetoxiflavona (2',3’-DMF), 7’,8’-dimetoxiflavona (7’,8’-DMF),
escopoletina (ESCOP), escutelareina (ESCUT), luteolintetrametoxiflavona (LTMF) e
tricetinpentametoxi (TCPM) foram sintetizados e gentilmente cedido pelo Prof. Ph. D.
Dieter Treutter, do Departamento de Fruticultura (Fachgebiet fir Obstbau)/Faculdade
de Estudos de Ciéncias Agricolas e Horticolas (Studienfakultdt fur Agrar- und
Gartenbauwissenschaften)/Centro de Ciéncias para Nutricdo, Uso da Terra e Meio
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Ambiente de Weihenstephan (Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir Ernahrung,
Landnutzung und Umwelt), da Universidade Técnica de Munique (Technische

Universitat Minchen), localizada em Freising-Weihenstephan, Bavaria, Alemanha.

2.4.8.3 Bioensaios

As solucdes foram preparadas em pequenas quantidades e diluidas em
metanol PA, mas antes, houve a necessidade de saber o peso molecular de cada
substancia quimica. Os bioensaios para a motilidade de zodsporos e da
zoosporogénese foram realizados seguindo os protocolos descritos anteriormente
por Islam et al. (2002, 2004) e Islam e von Tiedeman (2008). Resumidamente, 98 pL
da suspensdo de zodsporos méveis (10° zodsporos/mL) de P. nicotianae foram
colocadas na superficie de placas de Petri plasticas e 2 uL da solugdo da substancia
diluida em metanol na concentracdo apropriada (3 pM) foi adicionada diretamente
sobre essa suspensao e, em seguida, homogeneizada suavemente com uma pipeta
automatica para que ocorre a difusdo. A concentracao final do conjunto (suspensao
de zodsporos + substancia diluida) nunca foi superior a 2% (v/v), fazendo com que o
conjunto ficasse com uma concentracdo similar a encontrada nos citoplasmas
citricos, que é de 60 nM#4, além de que essa concentracdo, em experimentos prévios,
foi a condicdo que ndo afetou a motilidade e a germinacdo dos zodsporos
encistados. Uma solucéo aguosa de metanol a 2% foi utilizada como controle.

A inibicdo (perda) da motilidade e a germinagdo de zoOsporos encistados nos
diferentes compostos quimicos foram observadas sob um microscopio de luz
(Olympus CX21FS1, Olympus Optical Co., Ltd, Shenzhen, Guangdong, China), em
lente de aumento de 10x. O comportamento natatorio e a quantificacdo do curso de
tempo para que ocorresse a inibicdo de motilidade foi realizada imediatamente apés
a adicdo do composto quimico na gota de suspensao e nos tempos de 15, 30, 45 e
60 min, apds a instalagdo do experimento. Entre o inicio e o fim de cada contagem
foi estabelecido um intervalo de 1 min. A porcentagem de germinacéo de zoGsporos
encistados foi realizada no tempo de 24 h (ISLAM et al., 2002).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e cada tratamento

constou de quatro repeticdes. Os valores da média da percentagem de inibicdo da

4Informacdes calculadas e fornecidas pessoalmente pelo Prof. Ph. D. Dieter Treutter, em 20 de
novembro de 2013.
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motilidade e da germinagdo em cada tratamento foram calculados. Os desvios
padrdes foram alocados ao lado dos valores da porcentagem de motilidade inibida.
Antes da aplicacdo da Anava foram realizadas analises exploratorias dos

dados, como descrito no item 2.4.4.3 e, consequentemente, houve a necessidade de
transformacdo dos dados para Xx+0,5, conforme as recomendacdes de Bartlett

(1947) e Yamamura (1999).

Apds essa etapa, procedeu-se a andlise de variancia por meio do teste F
(ZAR, 2010, SNEDECOR, 1934; FISHER; MACKENZIE, 1923) (P = 0,01), com
aplicacdo do teste de comparacdes multiplas de médias pelo método de Tukey
(1953) (P = 0,05). Para este procedimento, utilizou-se o programa estatistico Assistat
(versdo 7.7) (SILVA; AZEVEDO, 2002).

2.4.9 Avaliacdo de meios de cultura no crescimento micelial e na esporulacéo

de Phytophthora nicotianae
2.4.9.1 Conducéao e meios de cultura

Para avaliar o efeito de diversos meios de cultura na taxa de crescimento
micelial diaria (TCMD) e da esporulacdo do isolado de P. nicotianae, cultivou-se
primeiramente o isolado durante dez dias em meio agarisado CA modificado
(protocolo descrito no item 2.4.2). ApGs essa etapa, um disco micelial, contendo
estruturas do patdgeno, com 4,3 mm de didmetro, e obtido das margens das
colonias do isolado, foi transferido para o centro de novas placas de Petri, contendo
os diversos meios de cultura.

Os meios utilizados foram: BDA (Batata—Dextrose—Agar) (Batatas
descascadas e cortadas: 200 g; Dextrose: 20 g; Agar: 17 g; Agua destilada: 1000
mL) (RIKER; RIKER, 1936); CA (Cenoura—Agar) (descrito anteriormente no item
2.2.2); suco V8®-CaCOs—Agar nio clarificado [V8® 100% Vegetable Juice (Campbell
Soup Co., Camden, New Jersey, Estados Unidos da América): 200 mL; CaCOs: 3 g;
Agar: 20 g; Agua destilada: 800 mL] (DIENER, 1952; MILLER, 1955; LINDERMAN,
1974); AA (Aveia—Agar) (Aveia em flocos: 75 g; Agar: 20 g, Agua destilada: 1000
mL) (GOODING; LUCAS, 1959); e, Czapek—Dox—Agar (Sacarose: 30 g; KH2PO4: 1
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g; NaNOs: 2 g; MgS04.7H20: 0,5 g; KCI: 0,5 g; FeS04.7H20: 0,01 g; Agar: 15 g;
Agua destilada: 1000 mL (CZAPEK, 1902; DOX, 1909, THOM; CHURCH, 1926).

As placas foram colocadas em camara de crescimento do tipo BOD (AC71,
Acao Cientifica, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) durante seis dias, com fotoperiodo de
24 h, sob as condi¢cdes ambientais de 25 + 1 °C e UR de 65 * 5%.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 10 repeticbes/meio

de cultura.

2.4.9.2 Avaliacéo do crescimento e da esporulagéo

A avaliacdo do crescimento micelial das col6nias foi realizada diariamente (a
cada intervalo de 24 horas) apdés a montagem do experimento. As medi¢cdes dos
didmetros ocorreram em dois sentidos diametralmente opostos (em mm), com o
auxilio de um paquimetro digital (100.174BL, Digimess, Sao Paulo, Sdo Paulo,
Brasil), obtendo-se o diametro médio diario do isolado para cada repeticdo. A leitura
foi realizada até o dia em que pelo menos uma repeticdo atingiu os bordos das
placas (isso aconteceu aos seis dias de cultivo apds a instalacdo do experimento),
mas para efeito de célculo da TCMD, considerou-se até os dados de leitura do dia
anterior, para que nédo houvesse comprometimento na estimativa da TCMD, uma vez
gue os dados desse Ultimo dia poderiam causar influéncia negativa na estimacao
dos parametros da equacédo da reta®. Em todas as avaliacdes, descontou-se dos
valores obtidos, o didmetro do disco inicialmente depositado no centro da placa.

A esporulagdo nos diferentes meios foi estimulada a partir do ultimo dia de
leitura do crescimento micelial. Em cada placa, foram adicionados 20 mL de ADE em
toda a superficie do meio para estimular a formacao de material micélico do “fungo”
e de clamidésporos, pelo periodo de 36 h. A ADE (20 mL) foi trocada de 24 h em 24
h para acelerar o processo de formacao destas estruturas. Apds esse periodo, a
ADE foi removida das placas, assepticamente, com uma pipeta plastica estéril,
sendo substituido por mais 20 mL de ADE, durante o intervalo de tempo de 36 h,

com a finalidade dos clamidésporos formarem esporéangios. Dessa forma, a

5Por exemplo: Se no dia anterior (5° dia), determinada repeticdo tinha 85,50 mm e as observacdes
para essa repeticdo, eram de crescimento diario, em média de 16,00 mm, ao longo de todo o
experimento e, que no ultimo dia atingiu a borda da placa (90 mm), o crescimento teérico, apds essas
24 h, foi de 5 mm. O que evidencia, nessa Ultima leitura e especifica repeticdo, um crescimento
micelial irreal para o “fungo”.
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obtencdo da suspensdo de zooOsporos foi diferente em alguns passos da
metodologia descrita no item 2.2.2. Em seguida, os zodsporos foram quantificados
em hemocitdmetro, com cinco repeticbes por tratamento. Para a estimacdo de
zobsporos/mm?, considerou-se os dados de leitura do diametro do crescimento
micelial daquele Ultimo dia, com a finalidade de calcular a area final [A = (71 x @?)/4].
Para aquelas repeticdes que “fecharam” toda a placa de Petri, o valor da
esporulacdo total foi estimado para a area total da placa de 9 cm (90 mm) de
didmetro. Os dados desse ultimo dia foram aqueles descartados na parte da

estimacgéao do TCMD.

2.4.9.3 Analise estatistica dos dados

Os diametros médios do crescimento radial (mm) em cada momento da
medi¢&o (dia) foram plotados e a TCMD (mm/dia) de cada repeticado foi calculada
pela estimativa do parametro “b” (coeficiente angular) da equacgao da reta [inclinagao
da reta de regressao linear simples (y = a + b.x)], tendo o tempo (em dias) apés a
instalagdo do experimento como variavel independente e a leitura do crescimento
micelial diario como variavel dependente (FERREIRA; WEBSTER, 1975; DANTIGNY
et al.,, 2005), usando a versdo 11.0 do programa Microsoft Excel® (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, Estados Unidos da América) (BAERT et al.,
2008). A homogeneidade dos declives das linhas de regressao linear foi testada
usando a analise de covariancia, bem como uma andlise de linha paralela. O
coeficiente de determinacédo (R?) e as parcelas de residuos padronizados versus 0s
valores previstos a partir da analise de regressao foram utilizados para avaliar a
gualidade do ajuste ao modelo linear utilizado nesse experimento (CABANILLAS;
JONES, 2009).

Antes da aplicagdo da Anava foram realizadas analises exploratorias, para os
dados em estudo, com a finalidade de verificar o correto atendimento aos
pressupostos do modelo matemético, tais como a normalidade de distribuicdo dos
residuos (W) e dos dados (D), respectivamente (SHAPIRO; WILK, 1965;
LILLIEFORS, 1967), a homogeneidade de variancias entre o0s tratamentos
[homoscedasticidade (Q)] (BURR; FOSTER, 1972), a aditividade do modelo
(TUKEY, 1949) e a analise da independéncia dos erros/residuos aleatérios (FISHER,
1925; PARENTE, 1984), além do teste de Durbin e Watson (d) (1950; 1951) para
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verificar a independéncia (presenca de autocorrelacéo) dos residuos da analise de

regressao. Todos os testes foram aplicados ao nivel de P < 0,5.
Os dados de esporulacdo foram transformados para /x+05, conforme as

recomendacdes de Bartlett (1947) e Yamamura (1999). Em seguida, os dados de
TCMD e de esporulacédo foram submetidos a analise de variancia por meio do teste
F (ZAR, 2010, SNEDECOR, 1934; FISHER; MACKENZIE, 1923) (P = 0,01), com
aplicacdo do teste de comparacdes mdltiplas de médias pelo método de Tukey
(1953) (P = 0,05). Para este procedimento, utilizou-se o programa estatistico Assistat
(versado 7.7) (SILVA; AZEVEDO, 2002).

2.4.10 Avaliacao da qualidade da luz no crescimento micelial e na esporulagdo

de Phytophthora nicotianae
2.4.10.1 Conducgéo e meios de cultura

Os passos iniciais para este experimento seguiram o0s procedimentos
descritos no primeiro paragrafo do item 2.4.9.1. Os meios de cultura foram
substituidos pelos tratamentos listados a seguir.

O isolado foi repicado para o centro de placas de Petri contendo o meio CA e
incubados sob diferentes espectros de radiagdo luminosa, proporcionados pelas
lampadas lineares fluorescentes coloridas. As placas permaneceram a cerca de 30
cm das lampadas, conforme preconizado por Leach (1962), assim como 0S
tratamentos controle (claro), onde as placas de Petri foram submetidas a presenca
de lampada fluorescente comum e do tratamento escuro, em que as placas de Petri
foram colocadas em camara de crescimento sem a alocacdo de quaisquer
lampadas.

Os dados da distribuicdo espectral de energia das lampadas fluorescentes
coloridas e das medidas de iluminancia (fluxo luminoso incidente por unidade de
area iluminada) para cada fonte de radiagcdo foram retirados da dissertacdo de
mestrado de Pulz (2007).

As placas foram colocadas em camara de crescimento do tipo BOD (AC71,
Acao Cientifica, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) durante seis dias, com fotoperiodo de

24 h, com as mesmas condi¢cdes ambientais do experimento anterior.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos {controle [lampadas fluorescentes brancas de 20 W (modelo Duramax,
General Electric Lighting, Budapeste, Hungria Central, Hungria)]; escuro (BOD sem a
presenca de lampadas); verde [lampadas fluorescentes verdes de 20 W (modelo T8,
Gld Ecolume, Séao Paulo, Sao Paulo, Brasil)]; azul [lampadas fluorescentes azuis de
20 W (modelo T8, Gld Ecolume)]; amarelo [lampadas fluorescentes amarelas de 20
W (modelo T8, Gld Ecolume)] e vermelho [lampadas fluorescentes vermelhas de 20

W (modelo T8, Gld Ecolume)]}. Cada tratamento teve dez repeticoes.

2.4.10.2 Avaliacao do crescimento e esporulacao

O procedimento para as avaliacGes deste experimento seguiu igualmente aos
passos descritos no item 2.4.9.2. A obtencdo da suspensao de zoOsporos seguiu 0S
passos da metodologia descrita no item 2.4.9.2. Neste experimento, para a
estimacdo de zodsporos/mm?, a quantidade de repeticdes foi de cinco por

tratamento.

2.4.10.3 Andlise estatistica dos dados

O procedimento para a analise estatistica deste experimento seguiu
igualmente ao descrito no item 2.4.9.3. Nao houve transformacdo dos dados de

esporulagéo.

2.5 Resultados e discusséo

2.5.1 Deteccdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

Os cromatogramas do HPLC das amostras de raizes de plantulas de
tangerineira Sunki e de citrumeleiro Swingle n&o inoculadas e inoculadas com P.
nicotianae revelaram a presenca de diversos compostos fendlicos, muitos deles
desconhecidos (Figura 6). Entretanto, a composi¢do quantitativa dos equivalentes

dos compostos fendlicos apigenina e acido clorogénico ndo foram significativamente
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diferentes entre as raizes de plantulas ndo inoculadas (controle) e inoculadas de
ambos os genadtipos nos dois tempos de coleta (Tabela 1).

A auséncia de diferencas na composicdo quantitativa dos equivalentes de
compostos fendlicos para ambos 0s genotipos sugere que o0 processo infeccioso
desencadeado por P. nicotianae nado conseguiu induzir a producdo desses
compostos nas raizes de plantulas de citrumeleiro Swingle e de tangerineira Sunki,
nos tempos em estudo, apesar de que os equivalentes de apigenina fosse mais que
o dobro encontrado para o tempo 4 dias, em raizes de citrumeleiro Swingle, quando
comparado aos 2 dias de coleta. Resultados semelhantes foram obtidos por
Beltrame (2010) e por Escanferla (2011) que n&o encontraram alteracoes
significativas na concentracdo de fendis totais e desses dois compostos fendlicos,
respectivamente, em plantulas nédo inoculadas e inoculadas com P. nicotianae de
citrumeleiro Swingle e de tangerineira Sunki.

Tabela 1 — Composicdo quantitativa de compostos fendlicos de raizes (mg/g matéria seca) calculados
como equivalentes em apigenina e acido clorogénico dos genotipos citricos citrumeleiro

Swingle e tangerineira Sunki, ndo inoculados (tratamento controle) e inoculados com
Phytophthora nicotianae, aos 2 e 4 dias de coleta apds a inoculagéo

Tratamentos Apigenina Acido clorogénico
2 dias 4 dias 2 dias 4 dias
Citrumeleiro Swingle
4,61 Aa* 9,85 Aa 3,21 Aa 4,09 Aa
controle
Citrumeleiro Swingle
. 7,70 Aa 7,22 Aa 2,33 Aa 3,56 Aa
inoculado
Tangerineira Sunki
12,15 Aa 13,27 Aa 0,69 Aa 0,56 Aa
controle
Tangerineira Sunki
12,59 Aa 9,05 Aa 0,35 Aa 0,30 Aa

inoculado

*Médias seguidas pela mesma letra na linha e na coluna, para cada cada composto fendlico, nédo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todavia, constatou-se diferencas qualitativas na composicdo dos compostos
fendlicos entre esses dois genotipos, principalmente apos 10 minutos de eluicdo das
amostras (Figura 6). Com a integracdo desses picos, 0s compostos fendlicos
analisados no canal de fluorescéncia de 280 nm foram calculados como

eguivalentes em apigenina e acido clorogénico (Tabela 1).
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Assim, para raizes de plantulas de citrumeleiro Swingle, alguns picos
referentes a compostos fendlicos mais apolares foram determinados apos esse a
passagem desse tempo, mostrando que esse gendtipo possui composicao fendlica
gualitativamente diferente de raizes de plantulas de tangerineira Sunki, pois a
presenca de apigenina foi bem maior em tangerineira Sunki inoculada que em raizes
ndo inoculadas. O contrério, para acido clorogénico foi observado em raizes de
citrumeleiro Swingle nédo inoculado, pois a presenca foi bem maior neste gendtipo

gue na tangerineira Sunki.
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Figura 6 — Cromatogramas gerados pelo HPLC do extrato metandlico de raizes nao inoculadas de
plantulas de (A) citrumeleiro Swingle e de (B) tangerineira Sunki. Nos picos estdo a
presenca de apigenina e acido clorogénico

2.5.2 Inibicdo da sintese de compostos fendlicos através do tratamento das

raizes com Prohexadione-Ca e detectados pela técnica HPLC

O resultado do HPLC das amostras de raizes de plantulas do citrumeleiro
Swingle tratadas com &gua (controle) e Pro-Ca esta representado na Tabela 2.

Todavia, a composicéo quantitativa dos equivalentes em compostos fenolicos nao foi
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significativamente diferente entre raizes de plantulas tratadas com agua e Pro-Ca
(Tabela 2).

A auséncia de diferenca na composicdo quantitativa de equivalentes de
compostos fendlicos para ambos o0s genotipos indica que o processo infeccioso
desencadeado por P. nicotianae ndo induziu a producdo desses equivalentes em
raizes de plantulas de citrumeleiro Swingle no tempo estudado, apesar das plantulas
tratadas com Pro-Ca apresentar um pico mais elevado de apigenina e um menor

para o acido clorogénico.

Tabela 2 — Composicdo quantitativa de compostos fenélicos de raizes (mg/g matéria seca) calculados
como equivalentes em apigenina e acido clorogénico do gendtipo citrico citrumeleiro
Swingle tratado com agua e Pro-Ca

Tratamentos Apigenina Acido clorogénico
Citrumeleiro Swingle (Agua) 10,16 a 6,08 a
Citrumeleiro Swingle (Pro-Ca) 10,65 a 5,23 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada cada composto fendlico, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

2.5.3 Validacdo de um protétipo de armadilha para atracdo de zodésporos de

Phytophthora nicotianae por exsudatos radiculares de porta-enxertos citricos

De acordo com a andlise estatistica, houve diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabela 3). O tratamento que atraiu 0 maior nimero de zo6sporos foi o
exsudato radicular da tangerineira Sunki. Por sua vez, a agua foi aquele tratamento
gue atraiu o0 menor nimero de zoosporos (ou quase nada), seguido do exsudato do
citrumeleiro Swingle. A adeséao, o encistamento, a germinacédo e posteriormente, a
formacdo do tubo germinativo dos zodsporos de P. nicotianae podem ser
observadas na Figura 7.

Os resultados deste trabalho correlacionaram com os encontrados por Botha,
Wehner e Kotzé (1989, 1990a, b), que pesquisaram um novo método e um ja
existente de screening para a tolerancia de raizes de abacateiro, com idade de 10—
14 meses, mantidas em seedlings, ao atague de P. cinnamomi. Os autores
observaram que a variedade tolerante do tipo selvagem de abacateiro (P.
schiedeana Nees) (selecdo G755), seguida das variedades consideradas como

moderadamente tolerante (G6 e Duke 7) foram as que menos atrairam zoosporos de
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P. cinnamomi em relagéo a cultivar susceptivel (Edranol). Neste tipo de experimento,

0s autores conseguiram distinguir os genotipos susceptiveis do tolerante.

Tabela 3 — Zoosporos encistados de Phytophthora nicotianae submetidos a atracdo de exsudatos
radiculares de gendétipos citricos por meio da técnica de dialise de membrana de celulose
pelo periodo de 1 h 30 min

Tratamento NUmero de zodsporos encistados?
Agua 1,50 c*
Citrumeleiro Swingle 228,0b
Tangerineira Sunki 769,0 a

IMédias originais de quatro repeticbes. Para efeito de analise estatistica, os valores foram
transformados para./x + 05 -

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A

Figura 7 — Microfotografia mostrando a adeséo, encistamento, germinacdo e tubo germinativo dos
zoosporos de Phytophthora nicotianae em membrana de celulose (dialise). Setas indicam
0 zo6sporo germinado. A: Agua; B: Swingle; e, C: Sunki

Botha e Kotzé (1989) constataram que determinados aminoacidos (como o
acido glutamico, acido aspartico e arginina) foram mais abundantes nas plantas
susceptiveis, assim como o somatoério total de aminoacidos liberados por esses
gendtipos. Ademais, os aminoécidos listados anteriormente foram responsaveis pela
maior atracao do patdgeno a membrana de celulose, que serviu de anteparo para o
fluxo de exsudatos radiculares.

Marais e Hattingh (1985) também observaram interacdes semelhantes entre
raizes de variedades de videiras (Vitis vinifera L.) e P. cinnamomi. O fungo foi mais
atraido pelas raizes da variedade susceptivel 99 Richter do que raizes de 143 B Mgt
(tolerante). De acordo com os autores, 0os exsudatos radiculares desprendidos por
99 Richter continha concentracdes mais elevadas de &cido glutdmico e arginina que

exsudatos liberados de raizes de 143 B Mgt e da cultivar tolerante Jacquez. Nesse
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caso, o indice quimiotatico de atracdo de zoOsporos aumentou com concentracdes
crescentes de 4&cido glutdmico, arginina e Aacido aspartico, outro aminoécido
estudado.

Em muitas espécies de Phytophthora, o0s zo6sporos nadam
quimiotaxicamente em direcdo aos compostos liberados pelas raizes de suas
plantas hospedeiras e quando os zodsporos tém a capacidade de nadar, esse fator
aumenta a chance deles iniciarem a doenca, porque a quimiotaxia e a eletrotaxia
tém o poder de atrai-los para os locais de infeccdo (GOW, 2004; TYLER, 2002).

De acordo com Cameron e Carlile (1977), os zodésporos normalmente se
deslocam em direcdo a planta, mas especificamente ao exsudato radicular, através
de uma resposta quimiotatica (fenbmeno denominado, nesse caso, de quimiotaxia
positiva, que vem a ser a atracao de zoosporos pelo exsudato, com posterior adesao
e encistamento destes nas raizes). Mas no caso do presente experimento, 0S
zoosporos ficaram retidos na membrana de celulose. Pode-se inferir que o maior
encistamento de zodsporos na tangerineira Sunki ocorreu, pelo fato de haver uma
maior afinidade do “fungo” por este exsudato e pela maior liberacdo de agucares e
aminoacidos presentes no genotipo. Isso levou uma maior adaptacao do fungo ao
longo da coevolucdo do patdgeno com o hospedeiro.

ORwald et al. (2014) destacam que a quimiotaxia de zodsporos de
Phytophthora por exsudatos radiculares desempenha um papel fundamental no
reconhecimento de hospedeiro, bem como na infeccdo e pode ter uma influéncia
sobre a gama de hospedeiros.

Este € um teste que pode ser utilizado para diferenciar o grau de resisténcia
dos diversos gendtipos de citros em estudo, dando uma ideia rapida e simplificada
da susceptibilidade ou resisténcia desses gendtipos a P. nicotianae, pois a deducéo
de que o maior numero de zodsporos encistados é decorrente da atratividade de

exsudatos radiculares de gendtipos susceptiveis.

2.5.4 Uso do anticorpo contra a elicitina “a-plurivorina” no estudo do consumo
de agua por raizes de plantulas de tangerineira Sunki e inoculadas com

Phytophthora nicotianae

Este experimento, envolvendo plantulas de tangerineira Sunki, apresentou

resultados diferenciados para os tratamentos, uma vez, que houve reducdo no
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consumo de agua quando da inoculacéo de plantulas com P. nicotianae e tratadas
com o anticorpo primario contra a a-plurivorina. A Figura 8 apresenta uma Vvisdo
geral de consumo de agua. Uma analise visual isolada indicou que o sistema
radicular de plantulas de tangerineira Sunki também foi afetado por P. nicotianae
(dados ndo mostrados). O apéndice A apresenta a analise estatistica do consumo
de 4gua. Os dados entre si ndo se diferem muito. O tratamento das plantulas com o
anticorpo teve resultados medianos no controle da doenca, quando comparados
com os tratamentos de extremos (controle e P. nicotianae) (Figura 8; Apéndice A).

Observa-se, de maneira geral, que o maior consumo de &agua ficou para o
tratamento controle, uma vez que a planta realizava a agua para o seu metabdlito,
em consequéncia disso, acabava adquirindo biomassa. Por outro lado, o tratamento
Pn + 200, teve uma ligeira queda no consumo efetivo, porém os dados se
aproximam do tratamento controle. Em relagéo ao tratamento Pn + 500, em alguns
dias, os valores equivaleram ao inoculado. Para esses dois tratamentos com a
presenca do anticorpo, supde-se que houve o fechamento estomacal das folhas,
como medida de defesa da planta. Para o inoculado, o resultado foi mais drastico,
com a morte de algumas plantulas.

Nos primeiros dias do experimento, o consumo de 4gua foi quase equivalente
para todos os tratamentos. Isso da uma ideia de que o “fungo” estava em inicio do
processo de infeccdo. Com o0 passar do tempo, observa-se que quando ha
efetivamente o estabelecimento deste processo, decresce o consumo de agua pelos
tratamentos onde o “fungo” esta presente. Porém a situacdo é mais critica, naquele

em que ha somente P. nicotianae.
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Figura 8 — Visdo geral da média do consumo de agua de plantulas de tangerineira Sunki, submetidas
aos diversos tratamentos com o anticorpo primario contra a elicitina “a-plurivorina”, ao
longo de 12 dias apés a inoculagdo. As barras indicam o desvio padrdo da média (n = 10)

Deve-se partir do pressuposto que uma planta sadia tem a necessidade de
gue todas as suas células recebam agua, nutrientes e minerais para que a mesma
possa realizar as suas func¢des fisioldgicas habituais. Do contrario, as plantas
doentes apresentam o seu metabolismo alterado e os fitopatdgenos podem alterar a
circulacao ascendente da agua (STANGARLIN; LEITE, 2008).

Beltrame, Brand e Pascholati (2009) e Beltrame (2010) verificaram que
plantulas de tangerineira Sunki (0 mesmo porta-enxerto utilizado neste experimento)
apresentaram reducéo significativa de 30% no consumo de agua a partir do quinto
dia ap6s a inoculacdo de P. nicotianae. Os autores concluiram que P. nicotianae
além de alterar o balanco hormonal (aumento na producdo de etileno) também
compromete as relacfes hidricas em plantulas de tangerineira Sunki. Por outro lado,
nao foram observadas alteragOes para plantulas de citrumeleiro Swingle, indicando
gue este genotipo € mais resistente nas respostas a estas variaveis ecofisiolégicas.

De acordo com Beltrame et al. (2004), plantas de faia, quando infectadas por
P. citricola, antes dos sintomas de clorose e de necrose tornarem-se visiveis, tiveram
a taxa fotossintética, a transpiracdo e o consumo de agua reduzidos, indicando a
existéncia de algum sinal molecular enviado até as folhas, para a inducdo do
fechamento estomatico, evidenciando um mecanismo de defesa das plantas sob o
estresse da agao infectiva e de colonizacéo do patdgeno.

Para Nobel (2005), menores aberturas estomaticas levam a uma reducdo na

taxa de transpiracdo, em consequéncia, aumenta a temperatura dos tecidos,
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afetando significativamente a fotossintese. Em adicdo a essa premissa, a regulagéo
estomatica da transpiracdo representa um mecanismo de preservacao de agua em
situacdes de baixa disponibilidade hidrica (MEDINA; MACHADO; GOMES, 1999).
Beltrame et al. (2004) e Fleischmann et al. (2005) mostraram que plantulas de faia-
européia, inoculadas com P. citricola, reduziram o consumo de agua ja no segundo
dia ap6és a instalacdo do experimento, sendo que essa reducédo foi mais significativa
a partir do sexto dia apds a inoculacéo. Para Beltrame et al. (2004), essa reducao no
consumo de agua, evidencia a sintese de alguma toxina pelo patégeno.

Na Figura 9 (A, B, C e D), observa-se o0 ajuste das retas de consumo de agua
e seus respectivos coeficientes de determinacdo. Os tratamentos controle e Pn
ajustaram ao modelo polinomial. Por sua vez, o tratamento Pn + 200 e Pn + 500

ajustaram-se ao modelo logaritmico.
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Figura 9 — Ajuste das retas de consumo de agua e coeficientes de determinacdo de plantulas de
tangerineira Sunki, submetidas aos diversos tratamentos com o anticorpo primério contra
a elicitina “a-plurivorina” ao longo de 12 dias. A: Tratamento controle; B: Plantulas
inoculadas com Phytophthora nicotianae + anticorpo contra a-plurivorina diluido 200
vezes; C: Plantulas inoculadas com P. nicotianae + anticorpo contra a-plurivorina diluido
500 vezes; e, D: Plantulas inoculadas com P. nicotianae.
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Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que P. nicotianae
primeiramente faz a danificacdo do sistema radicular de tangerineira Sunki,
comprometendo a absorcdo de agua pelas raizes. Em consequéncia disso, as
relaces hidricas sédo afetadas ao longo dos dias, uma vez que ocorre o fechamento
estomatico das folhas por causa da absorcdo irregular de agua pelo sistema
radicular das plantas infectadas por P. nicotianae e daqueles tratamentos que

contém a citricolina nas diversas concentracdes estudadas.

2.5.5 Atividade zoosporicida de compostos fendlicos (polimetoxiflavonas e
flavonoides) na motilidade e germinacdo de zodsporos de Phytophthora

nicotianae

A atividade antifangica das polimetoxiflavonas e flavonoides estudados neste
trabalho contra P. nicotiane esta representada na Tabela 4. A motilidade de P.
nicotianae foi 100% paralisada pelos compostos escopoletina e tricetinpentametoxi,
além de apresentar menores porcentagens de zodsporos germinados. Por outro
lado, os compostos 2’,3-dimetoxiflavona e luteolintetrametoxiflavona proporcionaram
as maiores taxas de germinagao.

O controle (metanol), 2’,3-dimetoxiflavona, 7’,8’-dimetoxiflavona e
luteolintetrametoxiflavona fizeram com que os zodsporos nadassem normalmente na
primeira observacdo. A escutelareina agiu de forma interessante no comportamento
natatério dos zodsporos, fazendo com que eles nadassem muito lentamente até os
30 min, além de apresenta uma particularidade. Os zodsporos tinham movimentos

bruscos de parada.
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Tabela 4 — Comportamento natatdrio, porcentagem da inibicdo da motilidade e atividade zoosporicida
de compostos quimicos (flavonoides/polimetoxiflavonas) contra o patdégeno Phytophthora

nicotianae
Inibicdo da motilidade (% = D.P.)
Compostos? : . : : : GERM (%)?
0-1 min 15 min 30 min 45 min 60 min
CONTR Nadando Nadando Nadando Nadando
28+9 65,25 ab*
normalmente normalmente normalmente normalmente
2’.3-DMF Nadando Nadando Nadando
38+4 56 +5 74,25 a
normalmente normalmente normalmente
7,8’ -DMF Nadando
65+3 49+ 6 71+7 92 +6 55,00 bc
normalmente
ESCOP 100+ 0 100+0 100+ 0 100+0 1000 25,00d
ESCUT? Z0o0sporos Zo0Osporos
, . 65+3 87+7 1000 53,00 c
muito lentos muito lentos
LTMF Nadando
41 +7 62+6 69 +3 81+5 64,75 ab
normalmente
TCPM 100+0 100+0 100+0 100+ 0 1000 225d

1Compostos (tratamentos): CONTR [Controle (Metanol)]; 2’,3-DMF (2’,3-dimetoxiflavona); 7°,8’-DMF
(7’,8’-dimetoxiflavona); ESCOP (Escopoletina); ESCUT (Escutelareina); LTMF
(Luteolintetrametoxiflavona); e, TCPM (Tricetinpentametoxi).

°GERM (Germinagéao).

8Zoo6sporos estavam se movendo muito lentamente em circulo apertado e apresentando movimentos
bruscos de parada.

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

O forte efeito antifingico acima descrito de alguns compostos flavonoides
(escopoletina e tricetinpentametoxi) contra P. nicotianae pode explicar, em parte, o
elevado grau de resisténcia natural do porta-enxerto Swingle contra este fungo, uma
vez que na cromatografia (HPLC), alguns compostos de cadeia similares foram
encontrados, corroborando os resultados encontrados nesse trabalho. Uma das
funcBes presentes nos flavonoides e polifendis é o seu papel na protecdo das
plantas contra a invasado de micro-organismos. Isto ndo so diz respeito em relagéo a
sua presenca natural em plantas como agentes constituintes, mas também, em
relacdo a sua acumulacdo como fitoalexinas, em resposta ao ataque microbiano,
atuando como agentes antifingicos,
HARBORNE, 1994, HARBORNE, 1999).

antibacterianos ou antivirais (GRAYER,;



112

Harborne e Williams (2000) prop6em que os compostos fenolicos podem
desempenhar um papel protetor das partes da planta contra o ataque fitopatogénico,
devido a habilidade dos fendis em inibir, principalmente, a germinacdo de esporos
fungicos. O que pode explicar, em partes, os resultados encontrados no presente
trabalho, pois esses compostos fendlicos impediram, em diversos niveis, a

germinacao dos zoosporos de P. nicotianae.

2.5.6 Avaliacdo de meios de cultura no crescimento micelial e na esporulacéo

de Phytophthora nicotianae

O resultado do efeito de meios de cultura no crescimento micelial e na
esporulacdo de P. nicotianae esta representado na Tabela 5. Observa-se que 0s
meios CA, AA e V8-CaCOs—-Agar influenciaram positivamente no crescimento e na
esporulacdo deste isolado, ao proporcionar as maiores taxas de crescimento
micelial, assim como os maiores valores de zodsporos/mm?, com excec¢do do meio
AA, que teve menos zo6sporos quando comparado com Czapek—Dox—Agar.

Destacaram-se os grupos formados pelos meios CA, AA e V8—CaCOs—Agar,
evidenciando sempre 0s maiores crescimentos nos dois primeiros meios. Por outro
lado, os menores crescimentos foram observados nos meios Czapek—Dox—Agar e
BDA, respectivamente.

Os coeficientes de determinacao (R2), que é uma medida de ajustamento de
um modelo estatistico linear generalizado, como o da regressao linear, em relacéo
aos valores observados (leitura diaria do crescimento micelial x dias), de todas as
repeticbes foram altamente correlacionados, situando entre 0,955 a 1,00, o que
demostra que a regressao linear e o parametro “b” da equacéo da reta sao bons

estimadores da TCMD (dados ndo mostrados).
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Tabela 5 — Crescimento micelial e esporulagdo de Phytophthora nicotianae em meios de cultura
agarisadosa 25+ 1 °C

Tratamento TCMD (mm.dia™")!  Esporulagdo (zo6sporos.mm2)?
CA3 14,92 b* 989,37 a

AA4 17,32 a 45,96 bc
V8-CaCOs-Agar® 14,11 b 984,04 a
Czapek—Dox—Agar 2,36d 252,09 b

BDA® 518c Oc

IMédias de dez repeticdes.
2Médias originais de cinco repeti¢cdes. Para efeito de analise estatistica, os valores de esporulagéo

foram transformados para /x +05 .

3Cenoura—Agar.

4Aveia—Agar.

5Suco V8-CaCOs—Agar.

Batata—Dextrose—Agar.

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Dentre os meios testados, o AA € o mais rico em carbono por ser composto
majoritariamente de amido (uma importante fonte de carboidrato). Varias fontes de
carbono sédo utilizadas para suplementar os meios de cultivo para fungos, como
frutose, maltose, sacarose, além da glucose (conhecida também como dextrose) que
esta presente na composicdo do meio BDA. Este meio de cultura é considerado um
meio de rotina e € geralmente usado na maioria dos laboratérios de micologia.

Apesar do meio de Aveia—Agar proporcionar as maiores TCMD, ele é um
meio dificil de trabalhar porque, no processo de esterilizacdo, quando os frascos de
vidro, comumente os dos modelos Schott Duran® (marca Schott AG, Mainz,
Rhineland-Palatinate, Alemanha) ou Erlenmeyers sdo usados, com a deposicédo do
conteudo do meio até a marcacao tradicional utilizada para os outros meios, 0 AA,
durante o processo de autoclavagem acaba por “sujar’ a tampa e o tampao de
algodao ou, as vezes, vaza para a cesta e o fundo do aparelho de autoclavagem.
Deve-se tomar o cuidado no momento da distribuicdo do conteddo nessas vidrarias
laboratoriais. Outra desvantagem desse pouco conteddo é que esse meio consome
bastante material de vidraria, uma vez que o0 pouco contetdo depositado para a
esterilizacdo exige desnecessariamente mais vidrarias.

Segundo Hohl (1983), as fontes de alimento tém uma profunda influéncia no

crescimento, tanto na extensao linear como no aumento da massa celular. Elas
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também determinam as chances de sobrevivéncia nas varias condicdes ambientais
e formam a base para a reproducdo e germinacdo dos esporos. A relacao entre
carbono e nitrogénio € muito importante para o crescimento e esporulacdo dos
fungos; alta concentracdo de nitrogénio reprime a esporulacdo e esta diretamente
ligada a concentragéo de carbono (ELLIOTT, 1949). Desse modo, a adequacao de
composicBes de meios de cultivo é fundamental para que se obtenham quantidades
satisfatérias de inoculo. A glicose geralmente € estimuladora da formacdo de
esporangios nas concentracdes de até 0,5 g/L. Acima desta concentracdo, a
formacao de esporangios € normalmente inibida (TARIQ, 1990).

Para Nozaki, Camargo e Barreto (2004), nem sempre as condi¢cbes que
favorecem o crescimento do fungo sdo as mesmas para esporulacédo. Sabe-se ainda
gue, alguns meios de cultura sdo mais favoraveis para a esporulacao de fungos que
outros. O meio de suco V8-CaCOs—Agar e CA proporcionaram um dos maiores
crescimentos miceliais das colbnias e induziram grande formacg&do de esporangios.
Em consequéncia disso, obteve-se uma das maiores concentracdes de zoOsporos
guando cultivados nestes substratos. Os vegetais que compdem tais meios possuem
alto valor nutricional, por isso sdo citados por diversos autores como capazes de

induzir a reproducdo de muitos fungos “mitospoéricos” (BRUNELLI et al., 2006).

2.5.7 Avaliacdo da qualidade da luz no crescimento micelial e na esporulacéo

de Phytophthora nicotianae

O resultado para o crescimento micelial e a esporulacdo deste isolado de P.
nicotiane em diferentes espectros de luz estdo representados na Tabela 7. Os
maiores crescimentos vegetativos foram observados no tratamento escuro, seguido
do vermelho e amarelo. Os tratamentos verde, azul e claro nédo diferiram
significativamente ao apresentar TCMDs semelhantes nestes diferentes regimes de

luz. Por sua vez, a esporulacao foi diferenciada nos regimes de luz.
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Tabela 6 — Crescimento micelial e esporulacdo de Phytophthora nicotianae sob diferentes regimes de
luminosidade a 25+ 1 °C

Tratamento TCMD (mm.dia™’)!  Esporulagéo (zo6sporos.mm=2)2
Vermelho 14,72 ab 732,02 b
Azul 14,24 b 862,78 ab
Verde 14,38 b 1119,23 ab
Amarelo 14,61 ab 858,30 ab
Escuro 14,94 a 743,55 b
Claro 14,35 b 1167,64 a

L2Médias de 10 e cinco repeticdes, respectivamente.
*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito dos regimes de luz foi mais acentuado quando o isolado foi cultivado
no escuro, manifestando-se desde os primeiros dias de avaliacdo do crescimento. A
taxa de crescimento ao quinto dia de incubacdo demonstra a diferenca na evolucéo
das colénias nos regimes escuro, vermelho e amarelo que proporcionaram, nestes
meios, em ordem decrescente, 0S maiores crescimentos.

Quanto a esporulacdo, houve diferenca significativa entre o comportamento
deste isolado de P. nicotianae. As maiores quantidades de zooOsporos foram
encontradas no tratamento claro, seguido de azul, verde e amarelo. O vermelho e
escuro tiveram pouca producdo de zooOsporos. Luz et al. (2008) relatam que a
concentracdo minima de zodsporos utilizada nas metodologias de inoculagdo de
Phytophthora spp é de 10% zo6sporos/mL, e que convertendo esse valor (10%) para
zobsporos/mm?, os encontrados neste trabalho estdo muito acima desse limite. De
maneira geral, a composicdo dos meios, bem como os regimes de luz, induz
variagbes no miceélio aéreo e nas colbnias (LUZ, 2006).

De acordo com os valores encontrados para os coeficientes de determinagao
das repeticOes para a qualidade da luz, estes foram acima de 90% (oscilaram entre
93,6 a 99,7%), demonstrando que a estimagao do TCMD pelo parametro “b” foi bem
realizada.

Esses estudos de caracterizacao fisiolégica contribuem ainda mais para o
conhecimento sobre esse “fungo”, pois facilitar, em estudos futuros, os testes de

patogenicidade, envolvendo P. nicotianae, uma vez que verificou qual foi o efeito do
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meio de cultivo e da qualidade da luz na produc¢do massiva de inéculo, além de d&
subsidios para entender melhor a fisiologia do fitopatégeno.
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3 CONCLUSOES

Os resultados encontrados nas analises de HPLC revelaram que a
tangerineira Sunki possui maiores quantidades de equivalentes em apigenina que o
citrumeleiro Swingle nos dois periodos de avaliagdo. Por sua vez, o porta-enxerto
resistente apresentou mais equivalentes de &acido clorogénico que o gendétipo
susceptivel.

Os equivalentes de compostos fendlicos em raizes de plantulas de
citrumeleiro Swingle tratado com Pro-Ca nao diferiram daquelas plantas tratadas
somente com agua. Isso comprova que o Pro-Ca, pelo menos, nesse porta-enxerto
resistente, ndo inibiu e ndo desativou a sintese de compostos fendlicos.

O uso da armadilha permitiu diferenciar a atracdo de zodsporos de P.
nicotianae por exsudatos radiculares provenientes dos dois porta-enxertos. O
exsudato de citrumeleiro Swingle conseguiu atrair o menor niumero de zodsporos.
Dessa forma, esta armadilha pode ser utilizada em estudos laboratoriais para
diferenciar genatipos citricos susceptiveis de resistentes.

O uso do anticorpo contra a elicitina “a-plurivorina” diluido nas duas
concentragdes teve resultados intermediarios no controle da doengca e do consumo
de &gua por plantulas de tangerineira Sunki.

A atividade zoosporicida das polimetoxiflavonas e flavonoides apresentou
resultados variaveis no comportamento da motilidade de zoGsporos de P. nicotianae,
sendo que os compostos fendlicos escopoletina e tricetinpentametoxi conseguiram
paralisar a motilidade, assim que foram adicionados a suspensdo. Estes mesmos
compostos também proporcionaram as menores porcentagens de germinacao de
Zzo0sporos.

O meio de cultura AA permitiu a maior TCMD, seguido de CA e V8—CaCOs—
Agar. Os maiores valores de esporulacdo foram encontrados nesses dois Gltimos
meios, respectivamente. O AA € um meio bom para o crescimento micelial, mas é
dificil de ser trabalhado, além de induzir menor esporulagao.

Todas as faixas de luzes (e a auséncia de luz) estudadas no presente
trabalho podem ser avaliadas quanto a fisiologia deste estraminipilia para o
crescimento micelial, porém o tratamento claro foi aquele que mais induziu a

esporulacdo de zoosporos de P. nicotianae.
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APENDICE A — Consumo de agua de plantulas de tangerineira Sunki, submetidas aos diversos

tratamentos com o anticorpo primario contra a elicitina “a-plurivorina”, ao longo de
12 dias ap6s a inoculagdo com Phytophthora nicotianae

Tratamentos [Consumo Total de Agua (mL/dia)]*

Dias
Controle Pn + 2002 Pn + 5003 Pn4
01 0,3887 a 0,3486 a 0,3753 a 0,3556 a
02 0,3629 a 0,3087 a 0,3333 a 0,3127 a
03 0,3450 a 0,2444 b 0,2516 b 0,2571 b
04 0,3598 a 0,2253 b 0,2113 b 0,2203 b
05 0,3693 a 0,2392 b 0,2431b 0,2085 b
06 0,3475 b 0,2153 b 0,2271 b 0,1973 b
07 0,2720 a 0,1906 b 0,1849 b 0,1576 b
08 0,3037 a 0,1971b 0,1695 b 0,1455 b
09 0,2811 a 0,1644 b 0,1279 b 0,1206 b
10 0,2958 a 0,1717 b 0,1316 bc 0,1148 c
11 0,3067 a 0,1676 b 0,1383 bc 0,0983 c
12 0,3167 a 0,1680 b 0,1432 bc 0,0958 c

1A analise estatistica foi realizada com os dados de dez repeti¢bes do 01° ao 12° dia.

2Phytophthora nicotianae + Anticorpo primario “a-plurivorina” diluido 200x.
3Phytophthora nicotianae + Anticorpo primario “a-plurivorina” diluido 500x.
SPhytophthora nicotianae.
*Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.





