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RESUMO

Interação Phytophthora nicotianae - porta-enxerto de citros (tangerina Sunki e citrumelo 
Swingle): efeito no sistema radicular, aspectos fisiológicos e bioquímicos

 Doenças causadas por Phytophthora spp. ocorrem em todas as regiões produtoras de citros 
do mundo e as manifestações mais comuns são a podridão do pé e de raízes. A principal medida 
de controle desses patógenos é a exclusão, porém em áreas contaminadas o mesmo pode ser 
obtido através do uso de produtos químicos ou com o plantio de copas enxertadas sobre porta-
enxertos resistentes, que onera menos o custo de produção. Os porta-enxertos menos suscetíveis a 
Phytophthora nicotianae são o citrumelo Swingle e o Poncirus trifoliata. Apesar de sua 
importância, pouco se sabe sobre as alterações fisiológicas e bioquímicas da interação citros - P. 
nicotianae. Dessa maneira, o trabalho visou analisar e comparar alterações fisiológicas e 
bioquímicas provocadas por P. nicotianae em dois porta enxertos de citros: tangerina Sunki 
(suscetível) e citrumelo Swingle (resistente). Para tanto, porta-enxertos das duas variedades com 
nove ou dois meses de cultivo tiveram as raízes inoculadas com P. nicotianae. As plantas mais 
velhas foram mantidas sob condições de campo por nove meses e as mais novas foram mantidas 
por uma semana a 28 oC sob 12 h de luz. Periodicamente, avaliou-se a biomassa do sistema 
radicular e a colonização pelo patógeno, bem como parâmetros fisiológicos: troca gasosa, 
consumo de água e produção de etileno; do metabolismo primário: carboidratos e proteínas; e 
secundário: atividades da superóxido dismutase, catalase, quitinase, β-1,3-glucanase, guaiacol 
peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amônia-liase, fenóis totais e lignina. Observou-se nos 
porta-enxertos inoculados aos nove meses de cultivo que P. nicotianae comprometeu o sistema 
radicular e a troca gasosa apenas de tangerina Sunki a partir do quarto e quinto meses após a 
inoculação, respectivamente. A concentração de carboidratos em raízes de tangerina Sunki foi 
reduzida pelo patógeno a partir do terceiro mês após a inoculação, enquanto que em citrumelo 
Swingle só foram detectadas diferenças no terceiro e no quinto meses após a inoculação. Além 
disso, análises em HPLC, que envolveram os porta-enxertos com dois meses de cultivo, 
mostraram que as concentrações de sacarose e glicose em raízes de citrumelo Swingle foram 
afetadas pelo patógeno. Ademais, P. nicotianae estimulou a produção de etileno em plântulas de 
tangerina Sunki seis e sete dias após a inoculação, bem como reduziu a troca gasosa e o consumo 
de água nesse porta-enxerto a partir do quarto e quinto dia após a inoculação, respectivamente. 
Conclui-se que P. nicotianae reduz o sistema radicular de tangerina Sunki, o que diminui as trocas 
gasosas e afeta o balanço hídrico e estimula a síntese de etileno. Além disso, inicialmente P. 
nicotianae altera o metabolismo de carboidratos em raízes de citrumelo Swingle, seguida por 
reduções mais severas nas concentrações de açúcares em raízes de tangerina Sunki. Finalmente, 
não foram verificadas alterações relevantes no metabolismo secundário, que pudessem auxiliar na 
elucidação dos mecanismos de resistência de citrumelo Swingle a P. nicotianae.

Palavras-chave: Tangerina Sunki; Citrumelo Swingle; Gomose de Phytophthora
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ABSTRACT

Phytophthora nicotianae - citrus rootstocks (Sunki tangerine and Swingle Citrumelo) 
interactions: effect on root system, physiological and biochemical aspects

 Phytophthora diseases affect citrus plantations all over the world and the main symptoms 
are foot and root rot. Exclusion is the most important control method for these diseases, but they 
can be controlled in infected areas by  using chemical control, or by planting scion grafted on 
resistant rootstocks, which is less costly. The less susceptible rootstocks to Phytophthora 
nicotianae are Swingle citrumelo and Poncirus trifoliata. Besides the importance of citrus-P. 
nicotianae interactions, it  is still poorly understood its physiology and biochemistry. In this way, 
the objectives of this work were to analyze and to compare physiological and biochemical 
changes caused by P. nicotianae in two citrus rootstock: Sunki tangerine (susceptible) and 
Swingle citrumelo (resistant). Initially, nine and two months-old plants of both genotypes had 
their roots inoculated with P. nicotianae. The oldest plants were kept under field conditions during 
nine months and the youngest ones were incubated at 28 oC under 12 h of light for one week. 
Periodically, it  was analyzed root biomass and pathogen colonization as well as physiological 
parameters: gas exchange, water consumption and ethylene production; primary metabolism: 
carbohydrates and protein; and secondary metabolism: superoxide dismutase, catalase, chitinase, 
β-1,3-glucanase, guaiacol peroxidase, polyphenoloxydase, phenylalanine ammonia-lyase 
activities, total phenolics and lignin content. P. nicotianae reduced the root system and gas 
exchange of Sunki tangerine on the oldest rootstocks after the fourth and fifth months after the 
inoculation, respectively. This rootstock also showed reduction on the root carbohydrate content 
from the third month after the inoculation to the end of the experiment. On the other hand, the 
pathogen just changed this parameter on Swingle citrumelo on the third and fifth months after the 
inoculation. More over, HPLC analysis on two month-old plants indicated that  sucrose and 
glucose concentration on Swingle citrumelo root system were affected by  the pathogen. P. 
nicotianae also stimulated the ethylene production on Sunki tangerine six and seven days after the 
inoculation as well as decreased gas exchange and water consumption from the fourth to fifth 
days after the inoculation, respectively. It was concluded that P. nicotianae reduces the root 
system of Sunki tangerine, which decreases the gas exchange and water balance and increases 
ethylene synthesis. Moreover, initially P. nicotianae changes the carbohydrate metabolism in 
Swingle citrumelo root system, which is followed by severe reductions on sugar content on Sunki 
tangerine root. It was not found relevant changes on the secondary  metabolism that could explain 
the mechanisms of resistance in Swingle citrumelo against P. nicotianae.

Keywords: Sunki tangerine; Swingle Citrumelo; Phytophthora gummosis
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1 INTRODUÇÃO

O Brasil é o maior produtor de citros do mundo e seus pomares são compostos 

principalmente por quatro variedades de copa: laranjas Pêra, Natal, Valência e Hamlin; e uma 

variedade de porta-enxerto representado pelo limão Cravo. 

A estreita base genética e extensão do parque citrícola são fatores que proporcionam várias 

epidemias desde os anos de 1930, quando o Citrus tristeza virus (CTV) eliminou 90% do parque 

citrícola paulista. Atualmente, milhares de plantas são erradicadas dos pomares brasileiros em 

virtude do Huanglongbing (HLB). 

A gomose, causada por diferentes espécies de Phytophthora, é uma importante doença 

veiculada pelo solo. Essa interação apresenta plantas hospedeiras com diferentes níveis de 

resistência aos patógenos (FOURIE, 2004; MEDINA FILHO et al., 2003). Phytophthora spp. 

pode causar danos de até 30% na produção (GRAHAM; MENGE, 2000). Segundo Muniz, 

Queiroz e Menezes (2004), a gomose de Phytophthora é a principal doença em todos os 

municípios produtores de laranja do estado do Alagoas. É importante lembrar que, como 

Phytophthora spp. produzem estruturas de resistência, a eliminação desses patógenos dos solos é 

extremamente difícil. Assim, a exclusão é o principal método de controle de doenças provocadas 

por Phytophthora spp.

Patógenos provocam alterações fisiológicas e bioquímicas em seus hospedeiros, que 

prejudicam o desenvolvimento das plantas. A escoparona, fitoalexina produzida por diversas 

espécies de citros, é um importante componente da resistência de citros a Phytophthora 

citrophthora, mas não a Phytophthora nicotianae (FOURIE, 2004). Diversos trabalhos foram 

realizados a fim de compreender os mecanismos de resistência de citros a P. nicotianae (FOURIE, 

2004; TEIXEIRA, 2005), no entanto os mesmos ainda não foram totalmente esclarecidos 

(FOURIE, 2004). Além disso, alterações no metabolismo primário e na fisiologia de plantas de 

citros, tanto nas interações de resistência quanto de suscetibilidade, provocadas por P. nicotianae, 

também não foram totalmente elucidadas. 

Em vista disso, o objetivo do presente trabalho foi analisar e comparar alterações 

fisiológicas e bioquímicas em dois porta-enxertos de citros: tangerina Sunki, suscetível, e 

citrumelo Swingle, resistente a P. nicotianae.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisão bibliográfica

2.1.1 Citros

O Brasil é o maior produtor de laranja e de suco de laranja do mundo. Durante a safra 

2007/08, a produção foi de 15,912 milhões de toneladas de laranja e 1,186 milhões de toneladas 

de suco de laranja. Porém, o estado de São Paulo, que é responsável por mais de 80% da produção 

brasileira, desde 2000 perdeu mais de 20% da área dos laranjais. Isso ocorreu em decorrência ao 

aumento de custo de produção, pela elevação do custo de fertilizantes e os altos custos de controle 

de doenças; além disso, a maior exigência do consumidor por frutas de qualidade tem diminuído o 

lucro dos citricultores (FNP, 2009). 

O gênero Citrus, que pertence a família Rutaceae, tem o sudeste do continente asiático 

como centro de origem e os primeiros registros datam de 8000 a.C. Entre 300 e 400 a.C., 

Alexandre “o Grande” introduziu plantas de citros na Europa, e por volta de 1530, foram trazidas 

pelos portugueses ao Brasil. Atualmente, elas são cultivadas entre os paralelos 44° N e 41° S. 

Porém, as principais regiões produtoras concentram-se entre os paralelos 20° N e 20° S 

(DONADIO; MOURÃO FILHO; MOREIRA, 2005; KIMBALL, 1999).

As plantas de pomares cítricos comerciais são constituídas por dois indivíduos unidos 

através de enxertia e que crescem e produzem como uma única planta, sendo que um dos 

indivíduos constitui a copa e o outro o porta-enxerto. Os principais grupos de copa são laranjas, 

tangerinas, limões, limas ácidas e pomelos, dos quais a laranja doce é o que apresenta maior 

expressividade na maioria dos países citrícolas. No Brasil, as variedades comerciais mais 

produzidas são Pêra, Natal, Valência e Hamlin (PIO et al., 2005).

As principais características dos frutos de laranja são pequeno número de sementes por 

fruto, massa, teor de suco, sólidos solúveis (°Brix), acidez titulável, ratio (°Brix/acidez titulável) e 

época de colheita, além da coloração da casca e do suco, aroma agradável, casca fina e lisa e 

concentração de vitamina C (PIO et al., 2005; STUCHI; SEMPIONATO; DA SILVA, 1996). 

O porta-enxerto, por sua vez, induz alterações no crescimento e no tamanho da copa, 

precocidade de produção, maturação e massa dos frutos, coloração da casca e do suco, teor de 

açúcares, de ácidos solúveis totais, permanência dos frutos na planta e sua conservação após a 

15



colheita, absorção e síntese de nutrientes, transpiração e composição química das folhas, 

tolerância à salinidade, à seca, ao frio, a doenças e pragas. Além disso, as influências da copa 

sobre o porta-enxerto são menos evidentes, mas ocorrem no desenvolvimento do sistema 

radicular, resistência ao frio, à seca e a doenças e pragas (POMPEU JUNIOR, 1991). 

Antes de 1940, 90% dos pomares citrícolas do Brasil eram enxertados sobre laranja Azeda, 

pois a mesma apresenta boas características agronômicas e resistência a Phytophthora spp., 

porém, é suscetível ao Citrus tristeza virus (CTV). Os demais porta-enxertos utilizados eram lima 

da Pérsia, limões Cravo e Rugoso e laranja Caipira. Nessa época, a tristeza do citros dizimou os 

pomares paulistas e inviabilizou uso de laranjas Azeda e de lima da Pérsia como porta-enxerto, 

por serem intolerantes ao vírus. Devido a essa virose, a laranja Azeda foi substituída por porta-

enxertos tolerantes ao CTV, como o limões Cravo e Rugoso, tangerinas Cleópatra e Sunki e 

laranja Caipira. O limão Cravo apresentou-se como preferido pelos citricultores. Em vista disso, a 

gomose de Phytophthora ganhou importância. O declínio e a morte súbita dos citros, que incide 

mais fortemente nas laranjeiras enxertadas sobre limão Cravo, apareceram nas décadas de 1970 e 

1990, respectivamente, e promoveram o uso de porta-enxertos resistentes a essas enfermidades, 

como as tangerinas Sunki e Cleópatra, que são moderadamente suscetíveis a gomose e citrumelo 

Swingle, resistente a gomose. Mesmo assim, o limão Cravo continua sendo o principal porta-

enxerto da citricultura paulista (BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995; POMPEU JUNIOR, 1991, 

2005).

No Brasil, as características desejáveis para um porta-enxerto são tolerância a seca, 

declínio, morte súbita dos citros e tristeza; resistência a gomose de Phytophthora e nematóides; 

nanicantes e que formem com as copas plantas longevas e produtivas de frutos de alta qualidade 

(POMPEU JUNIOR, 2005).

A tangerina Sunki é originária de China e sua presença nos pomares brasileiros começou a 

ser registrada em 1985 (POMPEU JUNIOR, 2005). Ela é resistente ao declínio (BERETTA; 

POMPEU JUNIOR; DERRICK, 1992), tolerante a tristeza (BORDIGNON, 2003), xiloporose, 

frio (POMPEU JUNIOR, 2005), morte súbita dos citros (MACHADO et al., 2004), além de ser 

intolerante á exocorte (POMPEU JUNIOR, 2005) e suscetível a gomose de Phytophthora 

(MEDINA FILHO et al., 2004). Os frutos produzidos sobre esse porta-enxerto são menores e 

amadurecem mais tardiamente do que os obtidos sobre outros porta-enxertos. Quando plantada 
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em solos argilosos, induz a produção de frutos e sólidos solúveis semelhante ou superior às 

laranjeiras enxertadas sobre limão Cravo ou tangerina Cleópatra (POMPEU JUNIOR, 2005).

Por sua vez, o citrumelo Swingle, um híbrido entre pomelo Duncan e trifoliata, foi 

produzido na Flórida em 1907 por Walter S. Swingle e introduzido no Brasil em 1948 pelo IAC, 

porém o interesse por esse porta-enxerto começou em 1988 (POMPEU JUNIOR, 2005). Ele 

apresenta tolerância a xiloporose, exocorte (POMPEU JUNIOR, 2005), morte súbita dos citros 

(MACHADO et al., 2004) e tristeza (GARNSEY; BARRETT; HUTCHISON, 1987), além de ser 

resistente a gomose (MEDINA FILHO et al., 2004), declínio (BERETTA; POMPEU JUNIOR; 

DERRICK, 1992) e nematóide dos citros (Tylenchulus semipenetrans) (O’BANNON; FORD, 

1978). Laranjeiras enxertadas sobre citrumelo Swingle produzem frutos de alta qualidade, com 

alto teor de sólidos solúveis, de tamanho médio, porém é incompatível com as copas de tangor 

Murcott, limões Siciliano e Eureka e laranja Pêra. Além disso, induz a maturação de frutos mais 

tardiamente do que outros porta-enxertos (POMPEU JUNIOR, 2005; STUCHI, SEMPIONATO, 

DA SILVA, 1996).

2.1.2 Doenças causadas por Phytophthora spp. em citros

As podridões de raízes, causada por Phytophthora spp., são muito importantes na cultura 

dos citros (GRAHAM; MENGE, 2000; FEICHTENBERGER, 2001). Estima-se que esses 

patógenos podem causar danos de 10 a 30% na produção (GRAHAM; MENGE, 2000). No 

entanto, com a utilização de mudas certificadas, Phytophthora spp. perderam a importância no 

estado de São Paulo (LARANJEIRA et al., 2005). Entre 2000 e 2003, foi observado uma redução 

de 50% no número de viveiros contaminados por Phytophthora spp., mesmo assim, Phytophthora 

spp. foi constatada em 25,5% dos viveiros paulistas em 2003 (FUNDECITRUS, 2004). É 

importante lembrar que mudas contaminadas com Phytophthora spp. não podem ser 

comercializadas no estado de São Paulo (LARANJEIRA et al., 2005). Porém, segundo Muniz; 

Queiroz e Menezes (2004), no estado do Alagoas, não existe legislação para a produção de mudas 

de citros, com isso, os viveiristas produzem mudas em campo aberto e, as vezes, na mesma área 

do plantio comercial, o que facilita a contaminação das mudas por pragas. Nesse estado, segundo 

os mesmos autores, gomose de Phytophthora é a principal doença. 

17



Atualmente, as espécies de Phytophthora estão classificadas no Reino Stramenopila, sendo 

que mundialmente existe o relato de 13 espécies de Phytophthora como patógenos de citros: P. 

arecae, P. boehmeriae, P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. citricola, P. citrophthora, P. 

drechsleri, P. hibernalis, P. megasperma, P. nicotianae (sin. P. parasitica), P. palmivora e P. 

syringae. No Brasil, as espécies mais importantes são P. nicotianae e P. citrophthora, das quais a 

primeira é predominante nas principais áreas produtoras. Além disso, já foi encontrada P. 

palmivora em plantas de viveiros e em cultivos comerciais brasileiros (ERWIN; RIBEIRO, 1996; 

FEICHTENBERGER et al., 2005).

Espécies de Phytophthora produzem estruturas de resistência, como clamidósporos, 

oósporos e zoósporos encistados. Em condições de alta umidade e aeração, essas estruturas podem 

germinar e produzir esporângios ou microesporângios, respectivamente. Os microesporângios 

podem germinar diretamente ou produzir zoósporos, enquanto que os esporângios são sempre 

formados sobre o solo ou superfície dos órgãos atacados (LARANJEIRA et al., 2005). Outras 

características desses patógenos são parede celular composta por β-glucana e celulose, não 

sintetizam esteróis, apresentam fase vegetativa diplóide, possuem micélio cenocítico e hialino, a 

reprodução assexual consiste na produção de zoósporos biflagelados, enquanto que a união da 

estrutura sexual feminina (oogônio) com a masculina (anterídio) origina o esporo sexual (oósporo) 

(ERWIN; RIBEIRO, 1996).

A temperatura ótima de crescimento de P. nicotianae é de 27 a 32 °C. Os esporângios são 

apicais, papilados globosos e medem 27 a 60 x 18 a 40 µm. Os clamidósporos medem entre 22 e 

30 µm e são formados sob condições desfavoráveis ao crescimento micelial, ou seja, baixa 

disponibilidade de oxigênio, nutrientes, níveis de CO2 altos, temperaturas entre 15 e 18 °C e 

desenvolvimento de raízes reduzido ou nulo. P. nicotianae é heterotálica, ou seja, necessita de 

tipos de compatibilidade sexual distintos (A1 e A2) em um mesmo local. Os oogônios e os 

oósporos medem 28,9 ± 2 µm e entre 22,9 e 32,2 µm, respectivamente e os anterídios são 

anfígenos (ERWIN; RIBEIRO, 1996; FEICHTENBERGER et al.; 2005).

A gomose é o principal sintoma que ocorre no campo, e é caracterizada pelo 

escurecimento e morte de tecidos internos da casca e do lenho na região das lesões, formação de 

calo nas bordas das lesões, exsudação de goma em lesões no tronco e no colo, seca e 

fendilhamento da casca, podridão do colo e radicelas. Como sintomas reflexos observa-se o 
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amarelecimento uniforme e progressivo de folhas, redução do desenvolvimento de folhas novas, 

murcha e queda de folhas, frutificações freqüentes e espontâneas, produção de frutos pequenos, 

morte progressiva dos ponteiros, seca de ramos e morte da planta (FEICHTENBERGER et al., 

2005; LARANJEIRA et al., 2005; GRAHAM; MENGE, 2000).

Outro sintoma é a podridão parda de frutos, de maior importância quando a colheita é 

realizada em épocas de chuvas e em frutos localizados na parte inferior das copas das plantas, 

causada a partir de propágulos localizados na superfície de solos que são levados por respingos 

até a superfície de frutos. A doença pode ocorrer em todas as regiões citrícolas do mundo e em 

todas as variedades de frutos, porém os limões são mais afetados. As podridões são secas de cor 

marrom-parda e os frutos afetados cheiram forte a ranço. Em condições de alta umidade, o 

micélio se forma sobre a casca do fruto infectado. Caso o fruto seja infectado pouco antes da sua 

colheita, os sintomas se expressam na pós-colheita (FEICHTENBERGER et al.; 2005; 

LARANJEIRA et al., 2005).

Esses patógenos também podem atacar sementes tanto antes quanto após a germinação das 

mesmas, comprometendo o estande das sementeiras. Eles também infectam tecidos jovens 

localizados na base do caulículo, onde aparecem lesões deprimidas e escuras, que podem levar as 

plântulas à morte em condições de umidade e temperatura elevadas. Finalmente, os sintomas em 

folhas e brotos novos são caracterizados por lesões escuras e encharcadas (FEICHTENBERGER 

et al., 2005; LARANJEIRA et al., 2005).

Segundo o FUNDECITRUS (2004), as principais medidas de controle são a exclusão do 

patógeno, uso de porta-enxerto resistente e evitar o plantio em áreas de alta umidade e/ou sujeita a 

encharcamento. 

As principais variedades de citros estão agrupadas em cinco grupos em função da 

suscetibilidade às infecções de troncos por P. nicotianae: suscetibilidade muito alta - limões 

verdadeiro; alta - laranjas doce, limas ácidas, limões rugosos e pomelos; moderada - tangerinas 

Sunki e Cleópatra, limão Cravo, tangelo Orlando, limão Volkameriano, citranges Troyer e 

Carrizo; baixa - Citrus macrophylla e laranja Azeda; muito baixa - citrumelo Swingle e trifoliata 

(FEICHTENBERGER et al., 2005). 

Outras medidas importante de controle são altura de enxertia a pelo menos 15 cm do solo, 

evitar ferimentos de tronco e raízes principais, utilizar água de irrigação livre de Phytophthora 

19



spp., utilizar adubos orgânicos para favorecer a microbiota antagônica a Phytophthora spp. e 

controle químico curativo com fosetil-Al ou preventivo com fosetil-Al, ou fosfitos 

(FEICHTENBERGER et al., 2005).

Em vista da importância da gomose de Phytophthora, vários trabalhos analisam a 

resistência de porta-enxertos de citros ao patógeno. É importante lembrar que muitos fatores 

interferem na interação citros - Phytophthora spp., como a espécie e o isolado do patógeno 

(ALVAREZ et al., 2009; MUNIZ; QUEIROZ; MENEZES, 2004), características do solo e do 

clima (ALVAREZ et al., 2009; BRIGHT et al., 2004), método de inoculação empregado 

(SIVIERO, 2001), aspectos nutricionais da planta (ORBOVIĆ et al., 2008), ausência ou presença 

de outros patógenos na planta (DANDURAND; MENGE,1993; SHAKED; ASHKENASI; 

OREN, 1984), salinidade e pH do solo (BLAKER; McDONALD, 1986; TSAO; MARTIN, 1963), 

estado vegetativo da planta (ALVAREZ et al., 2009).

Plantas de P. trifoliata apresentaram menor tamanho de lesão de tronco do que plantas de 

citranges Benton e Troyer, laranja doce Parramatta, tangerina Cleópatra e limão Rugoso quatro 

semanas após a inoculação de P. citrophthora (BROADBENT; GOLLNOW, 1993). Zitko, 

Timmer e Sandler (1991) verificaram que plantas de citrumelo Swingle apresentaram menor 

podridão de raízes, redução da massa seca do sistema radicular e do colo do que plantas de 

laranjas Doce e Azeda dois meses após a inoculação de P. nicotianae. Em outro experimento, foi 

verificado que plantas de trifoliata Davis A e laranja Azeda desenvolveram lesões menores no 

tronco do que limão Cravo e tangerina Sunki, 22 dias após a inoculação de P. nicotianae 

(MEDINA FILHO et al., 2003).

Avaliando a taxa de sobrevivência, redução de raízes e parte aérea, massa de raízes e de 

parte aérea, diâmetro e do caule e altura das plantas, comparando-se plântulas com o sistema 

radicular inoculado e não inoculado com P. nicotianae, Medina Filho et al. (2004) mostraram que 

os clones de trifoliatas Davis A e Rich 16-6 e o citrumelo Swingle são altamente resistentes; a 

laranja Azeda, tangerina Suen Kat, limões Cravo e Volkameriano são resistentes; e as tangerinas 

Sunki e Cleópatra mostraram-se suscetíveis ao patógeno. Siviero (2001) estudou e comparou 

diferentes métodos de inoculação de P. nicotianae em plantas de citros. Esse pesquisador 

demostrou que as lesões provocadas por esse patógeno em citrumelo Swingle, independente do 

método de inoculação, foram pelo menos 30% menores do que em tangerina Sunki. 

20



2.1.3 Mecanismos de resistência das plantas

As plantas são constantemente atacadas por inimigos em potenciais, porém, apresentam 

diferentes meios para se defenderem dos mesmos. Para isso, elas possuem barreiras estruturais, 

como ceras, cutícula, tricomas, bem como substâncias químicas envolvidas no processo de defesa. 

Essas substâncias, tais como flavonóides, glicosídeos cianogênicos, e inibidores protéicos são 

encontradas em altas concentrações antes da chegada do patógeno. Esses mecanismos de 

resistência são conhecidos como pré-formados, passivos ou constitutivos (AGRIOS, 2005; 

SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Plantas de batata (Solanum 

berthaultii) que apresentam tricomas glandular do tipo B, ou seja, multicelular com material 

globular viscoso em sua extremidade, eram resistentes a Phytophthora infestans. Essa resistência 

estava ligada a exsudação de um éster de sacarose pelos tricomas (GIBSON, 1976; HOLLEY; 

KING; SINGH, 1987). Segundo Biles et al. (1993), a espessura de cutícula de frutos de pimentão 

é responsável pela resistência dos mesmos a Phytophthora capsici. Os flavonóides presentes em 

óleos de frutos de laranjas azeda e doce e de tangerina Clementina inibiram o crescimento de 

Penicillium digitatum, Geotrichum sp. e P. citrophthora (DEL RÍO et al., 1998). A resistência de 

colza a Pseudomonas syringae pv. tomato, Leptosphaeria maculans (anamorfo Phoma lingam) 

Botrytis cinerea, P. digitatum, Cladosporium sp. e Phytophthora brassicae estava associada com 

sua capacidade de produzir glicosinolatos (DUBUIS et  al., 2005). Por outro lado, as plantas 

também apresentam mecanismos de resistência pós-formados, ativos ou induzíveis, isto é, são 

ativados ou aumentam o nível de compostos pré-existentes após a infecção pelo patógeno. Esses 

mecanismos estão envolvidos na formação de barreiras estruturais, tais como halo, papila, camada 

de cortiça, lignificação, glicoproteínas ricas em hidroxiprolina, bem como na síntese de 

compostos que funcionam como barreiras bioquímicas, como espécies reativas de oxigênio, 

proteínas relacionadas à patogênese e fitoalexinas (AGRIOS, 2005; SCHWAN-ESTRADA; 

STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). 

Diversos trabalhos mostram que diferentes espécies de Phytophthora podem induzir a 

resposta de defesas das plantas. Mithöfer et al. (2002) verificaram a formação de calose em 

radículas de plantas de soja inoculadas com Phytophthora sojae. Estudando duas cultivares de 

soja com diferentes níveis de resistência a P. sojae, Ranathunge et al. (2008) mostraram que as 
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raízes da cultivar Conrad (resistente) acumulavam suberina mais rapidamente do que o híbrido 

OX760-6 (suscetível). Por sua vez, Furuse et al. (1999) evidenciaram que a agregação 

citoplasmática em protoplastos de tubérculos de batata resistentes à P. infestans ocorria 10 min 

após o tratamento dos mesmos com eliciador extraído da parede celular do patógeno. Espécies de 

Phytophthora também podem induzir a produção de compostos de defesa. Após a inoculação de P. 

sojae, a cultivar de soja Nannong 493 - 1, que apresenta resistência intermediária, acumulou mais 

rapidamente H2O2 (peróxido de hidrogênio) do que a cultivar Hefeng, que é suscetível (CHEN et 

al., 2008). Alexander et al. (1993) mostraram que plantas de fumo que superexpressavam uma 

isoenzima da classe 1 das proteínas relacionadas à patogênese (PR-1) eram mais resistentes a P. 

nicotianae var. nicotianae e a Peronospora tabacina. Ademais, três isoenzimas de PR-1, isoladas 

de folhas de tomate, reduziram in vivo e in vitro a germinação de zoósporos de P. infestans 

(NIDERMAN et al., 1995).

2.1.4 Espécies reativas de oxigênio e sinalização

O reconhecimento do patógeno por parte da planta é necessário para que ela ative suas 

respostas estruturais e bioquímicas de defesa. Esse reconhecimento é dado por meio de um 

eliciador, que, segundo Terry  e Joyce (2004), é uma molécula ou um agente físico capaz de 

estimular a resposta de defesa das plantas. Diversos eliciadores foram caracterizados a partir de 

diferentes espécies de Phytophthora, como β-glucanas (KEEN; YOSHIKAWA; WANG, 1983), 

glicoproteínas (GAULIN et al., 2002), elicitina (KELLER et al., 1999) e outras proteínas liberadas 

em meio de cultivo (MISHRA; SHARMA; MISRA, 2009) ou associadas a parede celular 

(MEIJER et al., 2006).

Os eliciadores são reconhecidos por receptores do hospedeiro. Após o reconhecimento, 

que no caso de Phytophthora spp. pode ocorrer tanto no apoplasto quanto no citosol de células do 

hospedeiro (SCHORNACK et  al., 2009), uma cascata de sinais é acionada, seguida da ativação 

dos mecanismos de defesa das plantas. Um dos primeiros eventos na interação planta - patógeno é 

a explosão oxidativa, que se constitui na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), como 

o ânion superóxido (O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (•OH) (YOSHIOKA; 
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BOUTEAU; KAWANO, 2008). Um dos resultados da explosão oxidativa é a reação de 

hipersensibilidade (RH), um mecanismo de defesa imediato da célula infectada (KOMBRINK; 

SCHMELZER, 2001), que é sucedido pela ativação da resistência sistêmica adquirida (RSA). A 

fonte de EROs, durante a RH, é composta pelo complexo NADPH oxidase, que está localizado na 

membrana plasmática, e pela modulação da atividade de enzimas antioxidantes (VRANOVÁ; 

INZÉ; BREUSEGEM, 2002). As alterações observadas nas células vegetais em virtude da RH 

incluem o aumento rápido e transitório de agentes oxidantes, influxo de íons de cálcio (Ca2+), 

envolvendo canais de cálcio, localizados na membrana plasmática, e de potássio (K+) e efluxo de 

íons de hidrogênio (H+) e de cloro (Cl-) (que promove a alcalinização do apoplasto e acidificação 

do citoplasma), eventos de fosforilação e desfosforilação envolvendo MAP kinases, peroxidação 

de lipídeos, produção de oxido nítrico e de EROs, destruição de compartimentos, espessamento da 

parede celular, além da biossíntese de compostos de defesa (Figura 1) (ALI et  al., 2007; FRITIG; 

HEITZ; LEGRAND, 1998; LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006).
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Figura 1 - Alterações metabólicas em plantas provocadas por patógenos. Legenda: E = eliciador; R = receptor; CY = 
ciclo de Yang; SOD = superóxido dismutase; RET  = receptor do etileno; PL = peroxidação de lipídeos; 
CTR 1 = proteína quinase ligada ao RET; AS = ácido salicílico; AJ = ácido jasmônico; RH = reação de 
hipersensibilidade; CAT = catalase; FAL = fenilalanina amônia-liase; PFO = polifenoloxidase

As EROs provocam danos celulares em virtude de causarem oxidação de proteínas, 

quebras na cadeia de DNA, distúrbios na homeostase intracelular de íons cálcio e peroxidação de 

lipídeos que compõem a membrana plasmática (AGUIRRE et al., 2005). Porém, também atuam 

de várias maneiras durante a resposta de defesa das plantas, pois podem agir diretamente sobre 

patógenos, fortalecer a parede celular de plantas, efetuar a peroxidação de lipídeos presentes na 

membrana plasmática e na regulação da expressão gênica (SCHWAN-ESTRADA; 

STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008), além de estarem envolvidas direta ou indiretamente com 

as vias do ácido salicílico, ácido jasmônico e etileno (Figura 1) (BOSTOCK, 2005). É importante 

lembrar que durante o metabolismo celular normal, existe a produção de EROs (TAIZ; ZEIGER, 

24



2006).

Em vista disso, para minimizar o efeito do estresse oxidativo, as plantas possuem sistemas 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. Os mecanismos antioxidativos não enzimáticos são 

compostos por glutationa, ascorbato, tocoferol, flavonóides, alcalóides e carotenóides. Já os 

mecanismos antioxidativos enzimáticos incluem glutationa redutases, glutationa-S-transferase, 

peroxidases, além de superóxido dismutases e catalases, que são enzimas chaves na detoxificação 

do O2•- e H2O2 (Figura 1) (APEL; HIRT, 2004; SCANDALIOS, 2005). 

As superóxido dismutases (E.C 1.15.1.1, SOD) são metaloproteínas que convertem O2•- 

em H2O2 e O2. De acordo com o cofator metálico, as SOD são divididas em quatro tipos: Cu/Zn - 

SOD (localizadas no citosol ou cloroplastos), Mn - SOD (encontradas nas mitocôndrias), Fe - 

SOD (encontradas em cloroplastos e em procariotos) e Ni - SOD (presentes em Streptomyces ssp.) 

(SCANDALIOS, 2005). A atividade dessa enzima pode ser alterada devido a estresses abióticos, 

como seca (WANG et al., 2005), SO2, salinidade (TSENG; LIU; YUI, 2007), herbicida e metais 

pesados (LEE et al., 2007), O3 (SANT'ANNA et al., 2008) ou estresses bióticos.

Plantas de beterraba açucareira transgênicas, que expressavam um gene envolvido na 

síntese de Cu/Zn - SOD de tomate, foram mais resistentes a Cercospora beticola do que plantas 

da linhagem selvagem (TERTIVANIDIS et al., 2004). Análises moleculares mostraram que o gene 

da Mn - SOD de algodoeiro foi expresso duas horas após a inoculação da raça 18 (avirulenta) de 

Xanthomonas campestris pv. malvacearum. Por outro lado, a inoculação da raça 20 do patógeno 

(virulenta) estimulou a expressão do gene da Mn -SOD de algodoeiro mais tardiamente e em 

menor intensidade do que na interação incompatível (VOLOUDAKIS et al., 2006). Estudando 

duas cultivares de milheto, Babitha et al. (2006) verificaram que Sclerospora graminicola induziu 

a atividade de Mn - SOD apenas em folhas do genótipo resistente (IP 18293). Plantas de girassol 

inoculadas com a raça 100 de Plasmopara halstedii (incompatível) acumularam mRNA envolvido 

na síntese de SOD três horas após a inoculação. Por outro lado, esse gene só foi expresso em 

plantas de girassol inoculadas com a raça compatível (710), 48 h após a inoculação (HERBETTE 

et al., 2003).

As catalases (E.C 1.11.1.6, CAT) são metaloproteína constituídas por quatro grupos heme 

que convertem H2O2 em H2O e O2, sendo encontradas em organismos aeróbicos (SCANDALIOS, 

2005). Nas plantas estão presentes nos peroxissomos e glioxissomas (RESENDE; SALGADO; 
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CHAVES, 2003). Essas enzimas estão divididas em três classes: classe 1 - encontradas em tecidos 

fotossintéticos. São responsáveis por remover o H2O2 produzido durante a fotorespiração; classe 2 

- encontradas nos tecidos vasculares; classe 3 - encontradas em sementes e plantas jovens e são 

responsáveis pela remoção do H2O2 produzido durante a catálise de ácidos graxos no glioxisomas 

(RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). A CAT, além de estar relacionada com a expressão de 

genes em plantas (VANDENABEELE et al., 2004), também aumenta a resistência das mesmas a 

estresses abióticos, como metais pesados (GUAN et al., 2009), estresse hídrico (LUNA et al., 

2004), frio (DU et al., 2008) e estresse salino (SAWADA et al., 2007).

Em diferentes interações planta-patógeno, a atividade dessa enzima também é alterada. 

Plantas de tomate inoculadas com B. cinerea apresentaram maior atividade de CAT um e dois dias 

após a inoculação em relação às plantas não inoculadas (KUŻNIAK, SKŁODOWSKA, 2005). 

Messias (2008) verificou que plantas de soja, cultivares BRS132 e IAC17, inoculadas com 

Cowpea mild mottle virus (CPMMV) mostraram aumento na atividade dessa enzima nove e 14 

dias após a inoculação do vírus, respectivamente. Plantas transgênicas de canola, que receberam o 

gene que expressa uma CAT de Escherichia coli, foram mais resistentes a infecção por 

Peronospora parasitica e Erysiphe polygoni do que plantas da linhagem selvagem (EL-AWADY 

et al., 2008).

2.1.5 Rotas metabólicas

Diferentes rotas metabólicas envolvidas na síntese de compostos de defesa podem ser 

ativadas, como aquelas dependentes do ácido salicílico (AS), do ácido jasmônico (AJ) ou do 

etileno (BOSTOCK, 2005). De modo geral, as plantas respondem mais aos patógenos biotróficos 

com a ativação da rota do AS, porém ativam a rota do etileno ou do AJ quando atacadas por 

patógenos necrotróficos ou herbívoros (KOORNNNEEF; PIETERSE, 2008). Essas rotas ativam 

diferentes proteínas kinases, além de poderem ter ação antagônicas (Figura 1) (TENA et al., 

2001).

O AS é um hormônio vegetal envolvido na germinação de sementes, crescimento, 

florescimento, respiração (KLESSING; MALAMY, 1994), fotossíntese, condutância estomática, e 

transpiração de plantas (KHAN; PRITHIVIRAJ; SMITH, 2003; KUHN, 2007), bem como na 
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ativação da RSA e desencadeamento da RH, produção de fitoalexinas e proteínas relacionadas à 

patogênese (PR-1, β-1,3-glucanase, quitinases, peroxidases, ribonucleases e defensinas) (KUHN, 

2007; SMITH; DE MORAES; MESCHER, 2009). 

O AS é formado pela via do ácido shiquímico, sendo que a partir do ácido trans-cinâmico, 

dois caminhos são possíveis. Um envolve a descarboxilação do ácido trans-cinâmico em ácido 

benzóico, seguida por duas hidroxilações até a síntese do AS. Alternativamente, o ácido trans- 

cinâmico pode ser metabolizado na via dos fenilpropanóides (LEE; LEÓN; RASKIN, 1995).

Halim et al. (2007) verificaram que plantas de batata transgênicas que expressam o gene 

nahG, responsável pela síntese da salicilato hidroxilase (enzima que converte o AS em catecol), 

eram mais suscetíveis a P. infestans do que a linhagem selvagem. Além disso, a aplicação de ácido 

2,6 dicloroisonicotínico (INA, um análogo do AS) restabeleceu a resistência das plantas 

transgênicas de batata ao patógeno. Por sua vez, plantas de pimentão tratadas com acibenzolar-S-

metil (outro análogo do AS) apresentaram redução de 45% dos sintomas provocados por P. capsici 

(BAYSAL; TURGUT; MAO, 2005).

O AJ e seus derivados estão distribuídos amplamente nos tecidos vegetais (BOSTOCK, 

1999) e estão envolvidos em vários eventos fisiológicos, tais como desenvolvimento de frutos e 

flores, maturação de pólen, crescimento e senescência de raízes e fotossíntese (SMITH; DE 

MORAES; MESCHER, 2009); além de induzir os eventos tipicamente associados a RSA, como a 

síntese de proteínas-RP (β-1,3-glucanase, osmotina e defensinas) (JAYARAJ et al., 2004; 

PENNINCKX, et al.,1996), proteínas ricas em prolina (CREELMAN; TIERNEY; MULLET, 

1992), fenilalanina amônia-liase (GUNDLACH et al., 1992) e fitoalexinas (PRINSLOO; 

MEYER, 2006).

Os jasmonatos são sintetizados pela via do octadecanóide. Certos estímulos ativam as 

fosfolipases que liberam o ácido linolênico da membrana plasmática, o qual é oxigenado pelas 

lipoxigenases (LOX) e dão origem ao 13 (S)-hidroperóxido de ácido linoléico (13-HPOT). Uma 

aleno óxido sintase (AOS) e uma aleno óxido ciclase (AOC) convertem o 13-HPOT em ácido 12-

oxo-fitodienoico (AOFD), sendo que o AJ é formado pela redução do AOFD seguido por três 

passos da β-oxidação (CHEONG; CHOI, 2007).

A aplicação de 1.000 µg mL-1 de AJ ou de seu éster, metil jasmonato, em plantas de batata 

e tomate proporcionou a redução dos sintomas locais e sistêmico de requeima, causada por P. 
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infestans (COHEN; GISI; NIEDERMAN, 1993). Plântulas de fumo, cultivar 46-8, são resistentes 

a raça 0 de Phytophthora parasitica var. nicotianae, mas são suscetíveis a raça 1 do patógeno. 

Estudos mostraram que raízes de plântulas inoculadas com o zoósporos da raça 0 do fitopatógeno 

estimularam a expressão do gene e a atividade da lipoxigenase mais rapidamente do que raízes de 

plântulas inoculadas com a raça 1 (VÉRONÉSI et al., 1996). Ueeda, Kubota e Nishia (2006) 

verificaram que plantas da cultivar SCM334 de pimentão, resistentes a P. capsici, apresentaram 

acúmulo de AJ nas folhas 1 h após a inoculação do patógeno e, esse acúmulo foi crucial para o 

desencadeamento da RH.

O etileno, por sua vez, é um hormônio vegetal gasoso envolvido na germinação de 

sementes, diferenciação de tecidos, formação de primórdios radiculares, elongação de raízes, 

iniciação do florescimento, síntese de antocianinas, abertura de flores, senescência, maturação de 

frutos, produção de compostos voláteis (GRICHKO; GLICK, 2001), nodulação (NUKUI et al., 

2000), além de ser requerido para a expressão de proteínas-RP (quitinase e β-1,3-glucanase) 

(YANG et al., 2005), fenilalanina amônia-liase (RIOV; MONSELISE; KAHAN, 1969) e 

glicoproteínas ricas em hidroxiprolina (MENOSSI; MARTÍNEZ-IZQUIERDO; 

PUIGDOMÈNECH, 1997).

O etileno é produzido no ciclo de Yang, cujo primeiro passo é catalisado por S-adenosil-L-

metionina sintetase, no qual adenosil liga-se com L-metionina, o que resulta em S-adenosil-L-

metionina (SAM). No passo seguinte, SAM é convertido em ácido 1-carboxílico-1-

aminociclopropano (ACC) e 5-metiladenosina, reação catalisada pela ACC sintetase. Finalmente, 

o ACC é oxidado em etileno pela ACC oxidase (GRICHKO; GLICK, 2001). Esse ciclo pode ser 

ativado por diferentes fatores, como aumento na concentração de cálcio e de EROs no citosol 

(WANG; LI; ECKER, 2002). Assim, o etileno sintetizado se liga a receptores transmembrana 

(ETR1, ETR2, ERS1, ERS2, EIN4), localizados na membrana do retículo endoplasmático, o que 

leva a transdução de sinais com o auxilio de proteínas kinases (CTR1). Em seguida, genes 

relacionados à defesa e/ou senescência são expressos (Figura 1) (XU et al., 2007; WANG; LI; 

ECKER, 2002).

O desequilíbrio na produção desse hormônio pode levar a várias alterações, como 

crescimento exagerado das raízes, abscisão foliar, clorose, epinastia e aumento na permeabilidade 

da membrana (STANGARLIN; LEITE, 2008). Fatores abióticos, como temperaturas extremas 
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(HERSHKOVITZ et al., 2009), seca (BELTRANO; RONCO; MONTALDI, 1999), ferimentos 

(GODOY, 2008) e metal pesado (ARTECA; ARTECA, 2007); e bióticos, como ataque de 

patógenos, podem alterar a síntese de etileno em plantas.

Alguns autores mostraram a importância do etileno na resposta de defesa de plantas a 

ataques de patógenos. De acordo com Knoester et  al. (1998), plantas de fumo (cultivar Samsun 

NN) transgênicas, insensíveis ao etileno, são mais suscetíveis a um isolado pouco virulento de 

Pythium sylvaticum do que a linhagem selvagem. Aplicação de etileno (50 µL L-1) ou de ACC (3 

mM), dois dias após a inoculação, reduz os sintomas do Tobacco mosaic virus (TMV) em folhas 

de plantas de fumo (Samsun NN) em 39% e 38%, respectivamente. Porém, as folhas tratadas 

amarelecem mais rapidamente do que as folhas controle, indicando que o etileno acelera o 

processo de senescência (KNOESTER et  al., 2001). Além disso, plantas de fumo transgênicas 

(cultivar Samsun NN) insensíveis ao etileno são mais suscetíveis a B. cinerea, Cercospora 

nicotianae e Erwinia carotovora do que a linhagem selvagem (GERAATS et al., 2003).

Todavia, segundo Geraats et al. (2002), pelo fato do etileno promover senescência, clorose 

e necrose, ele poderia aumentar a severidade da doença por acelerar os sintomas durante o ataque 

do patógeno. Nesse sentido, Barmore e Brown (1985) mostraram que frutos de laranja Valência 

expostos a 50 µL L-1 do hormônio são mais suscetíveis a Diplodia natalensis do que frutos 

expostos a 1 µL L-1. Esses autores também detectaram menor concentração de lignina nos frutos 

expostos a maior concentração do hormônio. Além disso, existe relação positiva entre a produção 

de etileno em frutos de tangerina Fortune e a suscetibilidade dos mesmos a Alternaria alternata 

pv. citri (ORTUÑO et al., 2008). Geraats et al. (2003) mostraram que plantas de fumo 

transgênicas (cultivar Samsun NN) insensíveis ao etileno, são mais resistentes a P. tabacina do 

que as plantas da linhagem selvagem. 

2.1.6 Fenóis

Os fenóis são produzidos ao acaso ou em locais estratégicos por células distribuídas pelos 

tecidos de plantas. Esses compostos, que perfazem mais de 10.000 estruturas diferentes, 

apresentam um anel benzeno ligado à uma (fenol) ou mais (polifenóis) hidroxilas (TAIZ; 

ZEIGER, 2006; LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006). De acordo com a cadeia do 
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esqueleto carbônico, as principais classes desse grupo químico incluem: C6 (fenóis simples), C6-

C1 (ácidos fenólicos), C6-C2 (ácidos fenilacéticos), C6-C3 (coumarinas, fenilpropanos), C6-C4 

(naftoquinonas), C6-C1-C6 (xantonas), C6-C2-C6 (estilbenos), C6-C3-C6 (flavonóides, 

isoflovanóides), (C6-C3)2 (lignanas, neolignanas), (C6-C3-C6)2 (biflavonóides), (C6-C3)n (ligninas), 

(C6)n (catecol, melaninas) e (C6-C3-C6)n (taninos) (LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 

2006). Eles são sintetizados por diferentes rotas metabólicas, porém a via do ácido shiquímico é 

responsável pela síntese da maioria dos compostos fenólicos em plantas (TAIZ; ZEIGER, 2006). 

Em sete passos metabólicos, essa rota converte o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato em 

corismato, o precursor de aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) 

(HERRMANN; WEAVER, 1999). As enzimas envolvidas na síntese de fenóis estão associadas ao 

retículo endoplasmático, o que permite, logo após a produção desses compostos, que eles sejam 

armazenados em vesículas na sua forma original ou glicosilada. A compartimentalização é 

fundamental para o funcionamento das células, pois os fenóis são tóxicos e devem ser mantidos 

em sua forma reduzida e a descompartimentalização dos mesmos pode levar a sua rápida 

oxidação, pela ação das polifenoloxidases, em resposta a uma infecção. Os fenóis, que se mantêm 

livres no citoplasma, podem ter ação tóxica tanto sobre o patógeno, quanto sobre a célula vegetal, 

o que contribui para a RH (ISAAC, 1992).

Compostos fenólicos apresentam ação sobre fungos e bactérias, pela inibição da 

germinação de esporos, do crescimento micelial e afetar a produção e/ou atividade de enzimas 

microbianas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Esses compostos 

podem ser pré-formados, ou seja, presentes antes da chegada dos patógenos (LO; NICHOLSON, 

2008). Valle (1957) verificou que as concentrações dos ácidos caféico e clorogênico, presentes em 

folhas sadias de batateira, cultivar Aquila, resistente a P. infestans, eram capazes de inibir o 

crescimento micelial e a germinação de zoósporos do patógeno in vitro. Os ácidos caféico, 

ferúlico, p-cumárico, cinâmico e hidroxibenzóico inibiram a germinação de zoósporos de 

Phytophthora megakarya e P. palmivora. O ácido caféico também inibiu o crescimento micelial 

desses patógenos in vitro, bem como reduziu os sintomas provocados por P. megakarya em folhas 

de cacaueiro e em pêra (WIDMER; LAURENT, 2006). 

Além disso, outros compostos fenólicos são formados em resposta a tentativa de ingresso 

de patógenos no interior da planta, ou seja, são pós-formados (LO; NICHOLSON, 2008). Os 
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compostos pós-formados apresentam dois modos de ação, a primeira é o rápido acúmulo dos 

mesmos no local de infecção, para reduzir o crescimento do patógeno nos tecidos do hospedeiro e 

a segunda envolve a ativação do metabolismo de novo e a síntese de compostos relacionados ao 

estresse, como as fitoalexinas (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). Phytophthora 

colocasiae induziu o aumento em mais de 50% na concentração de compostos fenólicos em folhas 

de cultivares resistente (DP-25, Duradim e Jhankri) de inhame e de apenas 11,5% na cultivar 

suscetível (N-118) (SAHOO et al., 2008). Já Báidez et al. (2006) mostraram que Phytophthora 

megasperma alterou a composição de compostos fenólicos em oliveiras. Ademais, vários 

compostos sintetizados após o processo de infecção inibiram o crescimento in vitro do patógeno.

Por sua vez, as fitoalexinas, sintetizadas pelo metabolismo secundário de plantas, 

apresentam baixa massa molecular e são produzidas em resposta a estresses físicos, químicos ou 

biológicos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Ademais, dentre as 

diferentes respostas de defesa, a síntese dessa classe de compostos normalmente é o último evento 

(HARTLEB; HEITEFUSS; HOPPE, 1997). As fitoalexinas são biocidas, cuja ação sobre fungos 

inclui a granulação citoplasmática, desorganização dos conteúdos celulares, ruptura da 

plasmalema e inibição das enzimas fúngicas, o que reflete na inibição da germinação, crescimento 

do tubo germinativo, e do micélio (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 

2008). Por exemplo, estudando interações entre cultivares de soja incompatíveis (Haro 1272 e 

Kingwa) e compatíveis (Harosoy) a raça 1 de P. sojae, Mohrm e Cahill (2001) verificaram que a 

gliceolina era o principal fator de restrição do patógeno nas interações incompatíveis.

Outro composto fenólico muito importante é a lignina, um heteropolímero formado 

principalmente por três tipos de álcoois hidroxicinâmicos, que se diferenciam pelo grau de 

metoxilação e são sintetizados na via dos fenilpropanóides. Os principais monômeros formadores 

da lignina são os álcoois p-coumaril, coniferil e sinapil (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). 

Com relação a sua síntese, os álcoois hidroxicinâmicos se polimerizam pela remoção de átomos 

de hidrogênio, cuja reação é catalisada pela siringaldazina peroxidase (CHRISTENSEN et al., 

1998). 

De acordo com Boerjan, Ralph e Baucher (2003), a síntese de lignina foi essencial para a 

adaptação das plantas no ambiente terrestre, sendo crucial para a integridade estrutural da parede 

celular e rigidez de troncos, além de evitar o colapso do xilema que transporta água e sais 
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minerais sob pressão negativa (JONES; ENNOS; TURNER, 2001). Além disso, ela é o segundo 

biopolímero mais abundante na Terra e corresponde a aproximadamente 30% de todo o carbono 

orgânico presente na biosfera terrestre (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). Apesar disso, 

apenas um pouco mais de uma centena de fungos são capazes de degradar a lignina (AGRIOS, 

2005).

O processo de lignificação é observado em muitas espécies de plantas em resposta à 

infecção por agentes patogênicos, como fungos, bactérias, nematóides e vírus (STICHER; 

MAUCHI-MANI; MÉTRAUX, 1997). A lignificação pode impedir o desenvolvimento de 

patógenos através do estabelecimento de uma barreira mecânica, bem como modificar a parede 

celular de células vegetais, tornando-as mais resistentes a ação de enzimas hidrolíticas, o que 

dificulta a difusão de toxinas em direção ao hospedeiro e a liberação de nutrientes para os 

patógenos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). 

Investigações histológicas mostraram que X. campestris pv. campestris induziu maior 

acúmulo de lignina ao redor de hidatódios em folhas de repolhos resistentes (cultivares Hancock e 

Green Cup) do que em cultivares suscetíveis (Strukton e Perfect Ball), 10 dias após a inoculação 

(GAY; TUZUN, 2000). Folhas cotiledonares de soja, cultivar Williams, tratadas com glucanas 

extraídas da parede celular da raça 1 de P. megasperma f. sp. glycinea (interação incompatível) 

apresentaram acúmulo de polímero fenólico, com características semelhantes a lignina e a 

suberina, 16 horas após o tratamento (GRAHAM; GRAHAM, 1991). Estudos com suspensão de 

células de pimentão mostraram que a cultivar Smith-5, resistente a P. capsici, acumulou mais 

lignina do que a cultivar susceptível Wonder (EGEA et al., 2001). 

2.1.7 Enzimas envolvidas na defesa de plantas

2.1.7.1 Proteínas relacionadas à patogênese

Os mecanismos de defesa das plantas contra patógenos provocam mudanças na atividade 

de enzimas chave do metabolismo secundário, que restringem o desenvolvimento de patógenos e, 

em sua maior parte, correspondem a proteínas relacionadas à patogênese (proteínas-RP). É 

importante lembrar que estresses abióticos, tais como frio, ferimento, seca, excesso de sal, metal 

pesado, radiação UV, bem como processos fisiológicos, tais como senescência de folhas e frutos e 
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maturação de frutos, também proporcionam o acumulo de proteínas-RP, recebendo, nesses casos, 

a denominação de proteínas de estresse (VAN LOON; REP; PIETERSE; 2006; LINTHORST, 

1991). 

As proteínas-RP agem diretamente sobre o patógeno e estão agrupadas em 17 famílias 

(VAN LOON; REP; PIETERSE; 2006). Elas apresentam algumas características que as 

distinguem das demais proteínas vegetais, tais como estabilidade em pH baixos, em torno de 2,8 

(quase a totalidade das demais proteínas das plantas precipitam nessa condição), resistência à ação 

de proteases ácidas, estabilidade sob altas temperaturas (em torno de 60-70 oC), podendo ser 

localizadas no vacúolo, parede celular e/ou apoplasto, e apresentam massa molecular variando 

entre 8 e 50 kDa (STINTZI et al., 1993; MARTINS, 2008). 

Nas plantas elas foram localizadas na epiderme de folhas, mesofilos, células-guarda de 

estômatos, tricomas glandulares, idioblastos, vasos condutores e em zonas de abscisão (VAN 

LOON; REP; PIETERSE; 2006). Diferentemente das fitoalexinas, que são produzidas apenas em 

células sadias adjacentes ao local de infecção, as proteínas-PR também podem acumular em locais 

distantes desse local, em resposta a ativação da RSA (DELANEY, 1997; RYALS et al., 1996). 

As formas extracelulares possuem uma ação imediata na defesa das plantas, pela 

degradação das hifas invasoras, sendo que a liberação de eliciadores oligossacarídeos não 

específicos, devido à ação lítica dessas enzimas, pode conduzir a ativação de outros mecanismos 

de defesa locais ou sistêmicos nas plantas. Além disso, as formas intracelulares podem atuar 

tardiamente nas reações de defesa, caso o patógeno consiga penetrar na célula vegetal (SCHWAN-

ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

2.1.7.1.1 Glucanases

As β-1,3-endoglucanases (E.C 3.2.1.39) são classificadas como PR-2 e apresentam a 

capacidade de hidrolisar polímeros de β-1,3-glucana. A maioria apresenta atividade de 

endoglucanase e libera oligômeros compostos por duas a seis unidades de glicose pela ação 

hidrolítica sobre β-1,3-glucana, laminarina (extraída da alga Laminaria sp.) ou curdlan (extraído 

de Alcaligenes faecalis) (MARTINS, 2008). Essas enzimas já foram encontradas em plantas 

(NAZEEM et al., 2008), algas (CORDEIRO et al., 2006), mixomicetos (MIYAIRI et al., 1994), 
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fungos (El-KATATNY et al., 2001), bactérias (LIN et  al., 2009), cianobactérias (TAMOI; 

KUROTAKI; FUKAMIZO, 2007), actinomicetos (HONG et al., 2002) e oomicetos (McLEOD; 

SMART; FRY, 2003).

Plantas apresentam quatro classes estruturais de β-1,3-endoglucanases que se diferenciam 

na estrutura e sequência de aminoácidos. A classe I é composta por proteínas básicas, localizadas 

no vacúolo e com massa aproximada de 33 kDa. As proteínas da classes II e III são básicas e 

encontradas no apoplasto, bem como possuem entre 34 e 36 kDa, além de duas isoformas da 

classe II com 41 kDa expressas em flores de plantas de fumo. A classe IV é composta por apenas 

uma proteína extracelular, que é localizada em anteras de flores de plantas de fumo e tem a função 

de degradar a calose durante o desenvolvimento do grão de pólen (LEUBNER-METZGER, 

2003).

As β-1,3-endoglucanases estão envolvidas em vários processos fisiológicos e de 

desenvolvimento, como divisão celular (SCHEP; GROTHA; KUTSCHERA, 2001), germinação 

de pólen (DOBLIN et al., 2001), desenvolvimento e germinação de sementes (BUCHNER et al., 

2002; LEUBNER-METZGER et al., 1995), florescimento, maturação de frutos, abscisão 

(SIMMOSN, 1994), bem como em respostas a estresses abióticos, como ferimentos (WU; 

BRADFORD, 2003), O3 (SCHRAUDNER et al., 1992), radiação UV (El GHAOUTH; WILSON; 

CALLAHAN; 2003) e ataques de patógenos.

Plantas de tomate transgênicas, que superexpressaram um gene de β-1,3- glucanase de 

plantas de fumo eram mais resistentes a Ralstonia solanacearum do que a linhagem selvagem 

(CHEN; LIU; ZOU, 2006). Estudos conduzidos com diferentes genótipos de trigos mostraram que 

a resistência do cultivar RL6082/Lr35 a Puccinia recondita f. sp. tritici ocorria em função de altos 

níveis de β-1,3-endoglucanases constitutiva (ANGUELOVA-MERHAR; VANDER 

WESTHUIZEN; PRETORIUS, 1999). Já plantas de fumo mutantes, deficientes na produção de 

β-1,3-endoglucanases, eram mais resistentes ao TMV (BEFFA et al., 1996). Plantas de pimenta-

de-macaco (Piper colubrinum) (resistente) e o cultivar Kalluvally (tolerante) de pimenta-do-reino 

(Piper nigrum), apresentaram aumento na atividade de glucanases 1 e 2 dias após a inoculação de 

P. capsici, respectivamente. Por outro lado, plantas de pimenta-do-reino cultivar Panniyur-1 

(suscetível) não mostraram mudanças na atividade dessa enzima (NAZEEM et al., 2008). 

Hipocótilos de plântulas de soja (cultivar Jangyup) foram inoculados com as raças 2 e 4 de P. 
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megasperma f. sp. glycinea, o que resultou em interações incompatível e compatível, 

respectivamente. A atividade de glucanases aumentou mais rapidamente em hipocótilos 

inoculados com a raça 2 do que com a raça 4 (YI; HWANG, 1996).

2.1.7.1.2 Quitinases

As quitinases (E.C 3.2.1.14) são proteínas-RP que pertencem as famílias PR-3, 4, 8 e 11 e 

hidrolisam polímeros de quitina. A diferença existente entre essas classes de quitinases é a 

especificidade para com o substrato que elas hidrolisam, bem como as propriedades físico-

químicas das mesmas (KASPRZEWKA, 2003). As quitinases da família PR-8, por exemplo, 

apresentam atividade de lizosima, ou seja, agem sobre bactérias. As quitinases que apresentam 

atividade sobre quitosana são classificadas na família PR-11 (MARTINS, 2008). 

Com base na seqüência de aminoácidos, as quitinases estão classificadas nas famílias 18, 

19 e 20 das enzimas hidrolíticas e, as quitinases de plantas, estão agrupadas em sete classes. A 

família 18 inclui as quitinases de bactérias, fungos, vírus, animais, algas e as classes III e V de 

plantas. A família 19 é composta por enzimas das classes I, II, IV, VI, VII de plantas e 

actinomicetos. A família 20 agrupa quitinases de bactérias, actinomicetos e humanos (DAHIYA et 

al., 2006; SHIROTA et al., 2008). As quitinases fazem parte do trato digestivo de vertebrados, são 

requeridas para a degradação parcial da cutícula velha de insetos e crustáceos, estão envolvidas 

com a patogênese de vírus, nutrição e morfogênese de fungos, parasitismo de bactérias e defesa de 

plantas (KASPRZEWKA, 2003; PATIL et al., 2000; TAIRA et al., 2002; WEN et al., 2002).

Na fisiologia das plantas, essas enzimas estão envolvidas na nodulação em raízes 

(SANTOS et al., 2008), senescência (LERS et al., 1998), embriogênese (HELLEBOID et al., 

2000), florescimento (HAMEL et al., 1997), germinação de sementes (CORDERO; RAVENTOS; 

SAN SEGUNDO, 1994) e amadurecimento de frutos (ROBINSON; JACOBS; DRY, 1997).

Como ocorre para as β-1,3-glucanases, vários estresses abióticos, como O3 

(SCHRAUDNER et al., 1992), radiação UV (El GHAOUTH; WILSON; CALLAHAN, 2003), 

ferimentos (WU; BRADFORD, 2003), metal pesado (BÉKÉSIOVÁ et al., 2008), seca e 

salinidade (HONG; HWANG, 2002); e bióticos podem alterar a atividade de quitinases.

Experimentos envolvendo plantas que superexpressaram quitinases mostraram que folhas 
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de cacaueiro e de plantas de fumo transgênicas eram mais resistentes a Colletotrichum 

gloeosporioides e a R. solanacearum, respectivamente, do que as linhagens selvagens (DANA; 

PINTOR-TORO; CUBERO, 2006; MAXIMOVA et al., 2006). Além disso, diversos trabalhos 

mostraram que Phytophthora spp. induziram o aumento da atividade de quitinases em plantas 

(SCHRODER; HAHLBROCK; KOMBRINK, 1992; YI; HWANG, 1996), porém como a parede 

celular de Phytophthora spp. não apresenta quitina em sua constituição, esses autores não 

souberam explicar o papel dessa enzima no mecanismo de defesa nas interações estudadas. 

É importante lembrar que, por serem hidrolases de parede de fungos, as quitinases e β-1,3-

endoglucanases podem apresentar efeito antifúngico sinergístico (JONGEDIJK et al., 1995, 

MARTINS, 2008).

2.1.7.1.3 Peroxidases

As peroxidases (PR-9) são glicoproteínas antioxidantes que catalisam a oxiredução entre 

H2O2 e vários agentes redutores. São capazes de catalisar grande número de reações, como a 

produção ou catálise de H2O2 (ASADA, 1992; CHOI et al., 2007), formação de lignina e suberina 

(QUIROGA et al., 2000), catabolismo de auxinas (LAGRIMINI et al., 1997), cicatrização de 

ferimentos (MUNZ et al., 1997) e oxidação de compostos fenólicos (TAKAHAMA; ONIKI, 

1992), além de estarem envolvidas nos processos de senescência (VELJOVIC-JOVANOVIC et 

al., 2006), germinação de sementes (SCHOPFER; PLACHY; FRAHRY, 2001) e florescimento 

(LOKHANDE et al., 2003).

Elas estão presentes em microrganismos, como fungos (RUIZ-DUENÃS et al., 2009), 

bactérias (BRENOT et al., 2004), plantas superiores (BOUDJEKO et al., 2005), algas (HEO et al., 

2005) e animais (IWATA et al., 2006). 

De acordo com as propriedades estruturais e catalíticas, as peroxidases são classificadas 

em três superfamílias: peroxidases animais, catalase e peroxidases vegetais. As peroxidases 

vegetais estão subdivididas em três classes. A classe I é constituída por enzimas intracelulares, 

como a citocromo c peroxidase (E.C 1.11.1.5, CCP) de plantas, bactérias e leveduras; e a 

ascorbato peroxidase (E.C 1.11.1.11, APX). A classe II é formada por enzimas extracelulares de 

fungos, como a lignina peroxidase (E.C 1.11.1.14, LiP) e peroxidase dependente de manganês 
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(E.C 1.11.1.13, MnP). A classe III é constituída por peroxidases (E.C 1.11.1.7, POX) que são 

secretadas no apoplasto ou acumuladas no vacúolo, apresentam uma ampla variedade de 

substratos e são responsáveis pela maioria das reações de oxiredução estimuladas pelas variações 

ambientais, ferimentos ou reações infecciosas (HIRAGA et al., 2001).

O guaiacol (o-metoxifenol) é o substrato usualmente utilizado para determinar a atividade 

das POXs. Essa reação, que ocorre na presença de H2O2, leva a formação do tetraguaiacol 

(HIRAGA et al., 2001; SAKURAGAWA; TANIAI; OKUTANI, 1998). 

Vários fatores abióticos, como sal (KOCA; OZDEMIR; TURKAN, 2006), seca 

(VELJOVIC-JOVANOVIC et al., 2006), ferimento (MUNZ et al., 1997), metal pesado 

(SHARMA, 2009) e temperatura (LOKHANDE et al., 2003) podem alterar a atividade de 

peroxidases em plantas. Além disso, a expressão das peroxidases nas plantas esta relacionada com 

a infecção de patógenos, pois atuam no reforço da parede celular a partir da formação da lignina 

(CHRISTENSEN et al., 1998), suberina (QUIROGA et al., 2000) e papilas (BROWN et al., 

1998), possibilitam a ligação entre glicoproteínas ricas em hidroxiprolina (COOPER; VARNER, 

1983), estão envolvidas na peroxidação de lipídeos (LÉON; LAWTON; RASKIN, 1995) e 

aumentam a produção de EROs (DAVLETOVA et al., 2005) e de fitoalexinas (KRISTENSEN; 

BLOCH; RASMUSSEN, 1999). 

Łojkowska e Hołubiwska (1992) verificaram a relação entre resistência de híbridos 

somáticos de tubérculos de batata (Solanum tuberosum x Solanum brevidens) a E. carotovora e a 

atividade de peroxidase. Plantas de fumo transgênicas que expressavam o gene Shpx2, que 

codifica uma peroxidase, eram mais resistentes a infecções por P. parasitica var. nicotianae e 

Cercospora nicotianae (WAY et al., 2001). Graham e Graham (1991) estudaram a interação 

incompatível P. megasperma f. sp. glycinea (raça 1) - soja (cultivar Williams), e verificaram que 

glucanas extraídas da parede celular do patógeno estimularam a atividade de peroxidase em folhas 

cotiledonares do hospedeiro quatro horas após a inoculação. Além disso, em cultivares resistentes 

de Xanthosoma sagittifolium a atividade de peroxidase aumentou 41% 2 dias após a inoculação de 

Pythium myriotylum. Porém, em cultivares suscetíveis, a atividade dessa enzima aumentou apenas 

13% (BOUDJEKO et al., 2005). Em outro trabalho, Egea et al. (2001) verificaram a existência de 

correlação positiva entre a resistência de três cultivares de pimentão a P. capsici e a excreção de 

peroxidases a partir de suspensão de células inoculadas com o patógeno. 
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2.1.7.2 Fenilalanina amônia-liase

A fenilalanina amônia-liase (E.C 4.3.1.5, FAL), enzima chave da via da rota dos 

fenilpropanóides, catalisa a reação de desaminação do aminoácido L-fenilalanina em ácido trans-

cinâmico e amônia (RITTER; SCHULZ, 2004; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; 

PASCHOLATI, 2008), além de ser o ponto de ramificação entre o metabolismo primário (via do 

ácido shiquímico) e secundário (HERRMANN; WEAVER, 1999). 

O ácido trans-cinâmico origina vários fenilpropanóides simples, como os ácidos p-

cumárico, caféico, ferúlico, sinápico, que estão presentes em altas concentrações no interior de 

células vegetais na forma de conjugados com açúcares, ou associados a carboidratos presentes na 

parede celular ou ácidos orgânicos. Esses compostos simples dão origem a lignina, suberina, 

coumarinas, flavonóides, antocianinas e fitoalexinas. Além disso, o ácido trans-cinâmico pode 

originar os ácidos benzóico e salicílico que não pertencem a classe dos fenilpropanóides (DIXON; 

PAIVA; 1995).

Nas plantas esses compostos realizam diferentes funções, como suporte mecânico, ação 

antioxidante, absorção da radiação UV, fatores antinutritivos, proteção contra patógenos e 

moléculas sinalizadoras (DIXON; PAIVA, 1995). 

Na área médica, por sua vez, os fenilpropanóides são usados como agentes antioxidantes, 

antitumoral, antiviral, antibacteriano, antiinflamatório, cicatrizante, e podem ser encontrados em 

temperos, vinho, cerveja, óleo essencial e própolis (KORKINA, 2007). 

A FAL é uma enzima tetramérica composta por quatro subunidades diferentes (RITTER; 

SCHULZ, 2004) e esta presente em fungos (SU et al., 2008), actinomicetos (BEZANSON et al., 

1970), plantas (SCHRODERT et al., 1992), algas (CHEN et al., 2003), cianobactérias (MOFFITT 

et al., 2007) e bactérias (XIANG; MOORE, 2005), porém está ausente em animais (RITTER; 

SCHULZ, 2004, SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Nas plantas, 

esta localizada no citoplasma das células, mas também pode estar associada a estruturas 

membranosas (DIXON; PAIVA, 1995).

A atividade da FAL pode ser alterada por ferimento (LÓPEZ-GÁLVEZ; SALTVEIT; 

CANTWELL, 1996), radiação UV (El GHAOUTH; WILSON; CALLAHAN, 2003), O3 

(PAOLACCI et al., 2001), metal pesado (DAI et al., 2006), baixa concentração de nitrogênio, 

38



fosfato e ferro (DIXON; PAIVA; 1995), bem como devido a ataque de patógenos.

A inoculação de Arabidopsis thaliana com o isolado avirulento de P. syringae pv. tomato 

MM1065, induziu a expressão do mRNA da FAL 6 h após a inoculação. Porém, ela não foi 

induzida pelo isolado ES4326 do patógeno P. syringae pv. maculicola (DONG et al., 1991). 

Folhas de fumo que tiveram a atividade da FAL inibida, desenvolveram lesões maiores 

provocadas por TMV do que as folhas controle (MASSALA; LEGRAND; FRITIG, 1980). Zeyen 

et al. (1995) verificaram que a supressão da atividade da FAL, tanto inibiu a RH, quanto reduziu a 

resistência de folhas de cevada a infecção por Erysiphe graminis f. sp. hordei. Schrodert  et al. 

(1992) estudaram a resistência raça-específica existente na interação batata - P. infestans, e 

verificaram o acúmulo mais rápido de mRNA que expressava a FAL na interação incompatível 

(batata cultivar Datura - P. infestans raça Pi 4) do que na interação compatível (batata cultivars 

Datura - P. infestans raça Pi 1). Além disso, hipocótilos de plântulas de soja, cultivar Harosoy 63, 

tratados com ácido abscísico ficaram suscetíveis a raça 1 de P. megasperma f. sp. glycinea, sendo 

verificado aumento mais rápido e intenso na atividade da FAL nos hipocótilos controle (WARD; 

CAHILL; BHATTACHARYYA, 1989).

2.1.7.3 Polifenoloxidase

As polifenoloxidases (E.C 1.10.3.1, PFOs) são enzimas que contém dois átomos de cobre 

no centro de reação, sendo capazes de inserir um átomo de oxigênio em um grupo hidroxila 

existente de um composto fenólico, seguida pela oxidação do difenol na quinona correspondente 

(Figura 1). Essa reação tem o O2 como principal agente oxidante (MAYER et al., 2006).

A enzima esta presente na forma latente em membranas de tilacóides de cloroplastos, bem 

como em plastídeos e mitocôndria, ou seja, elas não estão em contato com compostos fenólicos 

que estão armazenados no vacúolo. Durante a senescência ou injúria de células ocorre a ruptura 

dos cloroplastos e vacúolos, quando as PFOs oxidam os fenóis (MURATA et al., 1997; YORUK; 

MARSHALL, 2003). Vários fatores induzem a ativação da PFO, como congelamento, 

senescência (LIEBEREI; BIEHL, 1978), ácidos graxos, detergente, variação no pH, álcoois 

(ONSA et al., 2000) e metil jasmonato (MAYER, 2006). 

Na área da ciência dos alimentos, as PFOs são muito importante, pois o escurecimento de 
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produtos vegetais, cogumelos e crustáceos ocorre pela oxidação de compostos fenólicos em 

quinonas, que eventualmente se polimerizam e dão origem a melanina. Essas reações mudam as 

características nutricionais, organolépticas, bem como diminuem a aceitação do produto pelo 

consumidor, a vida de prateleira e o valor comercial (JOLIVET et al., 1998; YORUK; 

MARSHALL, 2003).

Essas enzimas estão presentes em crustáceos (CHEN et al., 1997), fungos (ESPIN et al., 

2000), plantas (SAHOO et al., 2008), cianobactérias (SHASHIREKHA; UMA; 

SUBRAMANIAN, 1997), actinomicetos (SUZUKI et al., 2003) e bactérias (HERNÁNDEZ-

ROMERO; SOLANO; SANCHEZ-AMAT, 2005). A atividade da PFO pode ser alterada por 

ferimento (THIPYAPONG; HUNT; STEFFENS, 1995), O3 (TINGEY; FITES; WICKLIFF, 1976), 

temperaturas extremas (STEWART et al., 2001), bem como por ataques de insetos e patógenos 

(YORUK; MARSHALL, 2003).

Híbridos somáticos de batateira com maior atividade de PFO também são mais resistentes 

a E. carotovora (ŁOJKOWSKA; HOŁUBOWSKA, 1992). A atividade de PFO constitutiva em 

tubérculos de batata, cultivar BR6316-7, é o principal fator de resistência dos mesmos contra 

Fusarium sambucinum (RAY; HAMMERSCHMIDT, 1998). Por sua vez, sementes de tomates e 

de pimentão tratadas com Pseudomonas fluorescens geraram plantas mais resistentes a Pythium 

aphanidermatum, sendo que essa resistência foi relacionada com aumentos na atividade de PFO 

(RAMAMOORTHY; RAGUCHANDER; SAMIYAPPAN, 2002). Sahoo et al. (2008) verificaram 

que P. colocasiae induziu o aumento em pelo menos 40% na atividade de PFO em folhas de 

cultivares resistente (DP-25, Duradim e Jhankri) de inhame e de apenas 17% na cultivar suscetível 

(N-118).

As quinonas, por sua vez, são muito importantes nos processos de respiração e fotossíntese 

que ocorrem nas mitocôndrias e nos cloroplastos, respectivamente. Durante a respiração, a 

ubiquinona participa na transferência de elétrons do NADH e do FADH2, gerados durante o ciclo 

do ácido cítrico, para o complexo III (citocromos bc1). Já na fase dependente de luz da 

fotossíntese, as plastoquinonas A e B são responsáveis por transferir elétrons do fotossistema II 

para o complexo de citocromos 6/f (TAIZ; ZEIGER, 2006). Além disso, as quinonas fazem parte 

do processo de defesa vegetal, visto que são mais tóxicas a microrganismos do que os fenóis em 

sua forma original (AGRIOS, 2005). Por exemplo, plumbagina, uma naftoquinona isolada de 
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Nepenthes ventricosa × Nepenthes maxima, inibiu o desenvolvimento de A. alternata, Aspergillus 

niger, Bipolaris oryzae, Fusarium oxysporum, P. capsici, Rhizoctonia solani, Rhizopus stolonifer 

var. stolonifer e Sclerotinia sclerotiorum (SHIN; LEE; CHA, 2007).

2.1.8 Alterações fisiológicas provocada por patógenos

Aproximadamente 95% da massa seca de uma planta é composta por carbono fixado pelo 

processo de fotossíntese. Além do crescimento, produção e manutenção dos órgão da plantas, o 

carbono pode ser armazenado e/ou perdido por meio de ataque de pragas e patógenos, senescência 

ou exsudado pelo sistema radicular (MEDINA et al., 2005).

Os processos que fazem parte da fotossíntese podem ser classificados como difusivos, 

fotoquímicos e bioquímicos. O primeiro diz respeito ao fluxo de CO2 entre a atmosfera e o 

mesofilo, que é regulado pela abertura estomática. O segundo envolve a absorção de energia 

radiante, hidrólise e liberação de O2, com posterior produção de adenosina trifosfato (ATP) e 

nicotinamida adenina dinucleotídeo de piridina fosfato reduzida (NADPH), que armazena energia 

e apresenta poder redutor, respectivamente. Durante os processos bioquímicos, o CO2 é 

incorporado a ribulose-1,5-bifosfato por intermédio da ribulose bifosfato carboxilase-oxidase 

(RUBISCO) formando duas moléculas de 3-fosfoglicerato. Em seguida, esse composto é reduzido 

a gliceraldeído-3-fosfato, uma triose, com a utilização de ATP e de NADPH gerados durante o 

processo fotoquímico. A partir do gliceraldeído-3-fosfato, pode ocorrer a regeneração da 

ribulose-1,5-bifosfato, completando o ciclo de Calvin, ou a síntese de sacarose, no citoplasma, ou 

de amido, no cloroplasto (SHARKEY, 1985; TAIZ; ZEIGER, 2006). O amido é preferencialmente 

sintetizado quando as plantas apresentam crescimento reduzido ou não estão em produção. Por 

outro lado, quando há drenos (brotação, frutos) a sacarose, uma diose não redutora formada por 

uma molécula de glicose e uma de frutose, é sintetizada (GIFFORD et al., 1984). 

Em plantas de citros, baixas disponibilidade hídrica e temperatura prejudicam o processo 

de fotossíntese (RIBEIRO, 2006). Além desses parâmetros, outros fatores também podem afetar a 

taxa fotossintética dessa classe de plantas, como o estado nutricional, porta-enxerto, relação 

dreno/fonte, umidade do solo, e a ocorrência de pragas e doenças (MEDINA et al., 2005). A 

destruição de tecido verde por patógenos pode alterar diferentes etapas da fotossíntese, que podem 
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ocorrer em virtude de alterações de meios físicos e/ou metabólicos. Os meios físicos 

compreendem: mudança na absorção de CO2, redução na interceptação da radiação solar e 

redução ou destruição das moléculas de clorofila ou cloroplastos; por sua vez, o aumento na 

respiração do hospedeiro e/ou fungo, inibição na cadeia de transporte de elétrons, redução na 

quantidade ou atividade das enzimas do ciclo de Calvin, acúmulo de carboidratos e seqüestro de 

fósforo inorgânico do citoplasma do hospedeiro pelo fungo são os mecanismos metabólicos 

(STANGARLIN; LEITE, 2008). 

Visto que a superfície da folha é coberta por cutícula, que é impermeável ao CO2, o mesmo 

deve penetrar na planta através dos poros estomáticos. Porém, por eles também ocorre perda de 

água para a atmosfera através da transpiração. Nesse sentido, segundo Cowan (1977) a abertura 

estomática não age de forma a apenas evitar a desidratação dos tecidos, mas de forma a 

maximizar a razão entre a taxa de assimilação de CO2 pela taxa de transpiração. Quando a água e 

o CO2 tentam atravessar os estômatos, os mesmos impõe uma resistência estomática, sendo essa a 

principal limitação de difusão do CO2. Quando o poro estomático esta aberto, a resistência de 

difusão dos gases é mínima, porém, com o fechamento do poro estomático, a resistência 

estomática cresce, dificultando a entrada do CO2 (MEDINA et al., 2005). O inverso da resistência 

estomática é a condutância estomática, que foi definida por Taiz e Zeiger (2006) como a medida 

do fluxo de água e CO2 através dos estômatos. É importante lembrar que existe uma relação 

positiva entre a condutância estomática e a fotossíntese, que pode ser causa ou conseqüência da 

razão entre o CO2 atmosférico (Cs) e intercelular (Ci) (LAWSON, 2009). 

Já a transpiração, ou seja, perda de água na forma de vapor, é a forma mais eficiente para 

dissipar o calor proveniente do sol (TAIZ; ZEIGER, 2006). A taxa de transpiração provoca 

mudanças no potencial de água da folha, bem como em sua temperatura, a qual afeta os processos 

fisiológicos e bioquímicos de folhas, bem como a absorção de nutrientes (FARQUHAR; 

SHARKEY, 1982; YOO et al., 2009). Aparentemente, a regulação estomática da transpiração 

representa um mecanismo de preservação de água em situações de baixa disponibilidade hídrica 

(MEDINA; MACHADO; GOMES, 1999). Em vista disso, segundo Nobel (1999) menores 

aberturas estomáticas levam a redução na transpiração e, conseqüentemente, aumento da 

temperatura dos tecidos, o que afeta a fotossíntese. 

Para a água ser transpirada, a mesma deve ser absorvida pela raiz na região apical 
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radicular, que inclui a zona de pelos radiculares. Nesse processo, um contato íntimo entre o solo e 

a superfície radicular é necessário. Após a absorção, a água pode fluir da epiderme até a 

endoderme por três rotas: apoplástica - na qual a água move exclusivamente pela parede celular 

sem atravessar qualquer membrana; transmembrana - a água atravessa a membrana plasmática 

para entrar e sair da célula; simplástica - a água move de uma célula para outra através dos 

plasmodesmas. Na endoderme, o movimento de água via apoplasto é obstruído pelas estrias de 

Caspary, sendo distribuída através da planta via xilema (TAIZ; ZEIGER, 2006). Além disso, desde 

a absorção até a transpiração, a água move do solo para a planta e para a atmosfera ao longo de 

uma redução contínua do potencial de água (ψ) e se a taxa de transpiração for maior do que a taxa 

de absorção, a planta irá dessecar (JACKSON; SPERRY; DAWSON, 2000). É importante lembrar 

que as plantas de citros são ineficientes na absorção de água em decorrência da pequena 

abundância de pelos radiculares, a maior parte das raízes se encontram próxima a superfície do 

solo, além de apresentarem uma pequena relação parte aérea/raízes (MEDINA et al., 2005). 

O uso eficiente da água (UEA), por sua vez, é o acúmulo de biomassa de uma cultura por 

unidade água transpirada (ABBATE et al., 2004). O UEA instantâneo pode ser calculado através 

de análises de troca gasosa dividindo a taxa fotossíntética pela transpiração (TAMBUSSI; BORT; 

ARAUS, 2007). Segundo Araus et al. (2002), a água é um fator abiótico que tem um grande 

impacto na produção em várias regiões áridas do mundo e, de acordo com Tambussi, Bort e 

Aurus, (2007), o UEA é um parâmetro crucial em locais onde a água é escassa. 

No caso de citros, a taxa de fotossíntese, expostas a luz saturante (fluxo fotossintético de 

fótons de 800 µmol de quanta m-2 s-1), pode chegar a 12 µmol CO2 m-2 s-1 quando a abertura 

estomática esta entre 0,25 e 0,3 mol CO2 m-2 s-1 e Ci aproximado de 250 µmol CO2 mol-1e UEA ao 

redor de 3 µmol mol-1 (MEDINA et al., 2005). Segundo esses mesmos autores, a fotossíntese e o 

UEA de plantas de citros são baixo e alto, respectivamente, quando comparadas com outras 

plantas C3, sendo que isso ocorre pela alta resistência estomática e do mesofilo que dificultam 

mais a perda de água do que a entrada de CO2. 

É importante lembrar que patógenos veiculados pelo solo também podem afetar esses 

processos fisiológicos. Essas alterações podem ser devido a redução no sistema radicular e 

bloqueio ou destruição dos vasos condutores que aumentam a resistência do fluxo de água através 

da planta (ISAAC, 1992).
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Plântulas de Camellia sinensis da cultivar TRI-2024 (suscetíveis) e da cultivar TRI-2025 

(resistentes) apresentaram redução na fotossíntese, transpiração, condutância estomática e UEA 

dois anos após a inoculação de Phomopsis theae. Porém, essas reduções foram mais pronunciadas 

na cultivar suscetível. Esses parâmetros de troca gasosa também foram afetados em plantas de C. 

sinensis infectadas por Exobasidium vexans, Pestalotiopsis theae, Colletotrichum camelliae, 

Capnodium theae ou Cephaleuros parasiticus (PONMURUGAN; BABY; RAJKUMAR, 2007). 

Ribeiro, Machado e Oliveira (2003) verificaram que plântulas de laranja Pêra, inoculadas com 

Xylella fastidiosa, apresentaram redução na taxa fotossintética, transpiração e condutância 

estomática sete meses após a inoculação. Moreshet et al. (1998) verificaram que plantas irrigadas 

de pomelo enxertados sobre citrange Troyer e infectadas com Citrus exocortis viroid (CEVd) 

apresentaram menor absorção de água e condutância da folha do que plantas sadias seis anos após 

a inoculação. Plantas de feijão inoculadas com Uromyces appendiculatus, Phaeoisariopsis 

griseola ou Colletotrichum lindemuthianum apresentaram redução na fotossíntese, condutância 

estomática, transpiração e Ci a partir do sétimo dia após a inoculação (BASSANEZI et al., 2002). 

O Potato virus Y (PVY) provocou redução na fotossíntese em folhas de plantas de batata a partir 

do vigésimo dia após a inoculação (ZHOU et al., 2004). Johnstone (2005) verificou que Pythium 

dissotocum reduziu a fotossíntese, transpiração e condutância estomática em plantas de alface 16 

dias após a inoculação, sendo que o Ci e o UEA sofreram redução e aumento, respectivamente, 25 

dias após a inoculação.

É importante lembrar que patógenos normalmente retiram seus nutrientes do hospedeiro e 

utilizam no seu próprio metabolismo (PASCHOLATI, 1995). Então, além de provocarem 

alterações no processo de fotossíntese, os patógenos também podem provocar reduções nos teores 

de açúcares (Figura 1), sintetizados a partir do processo de fotossíntese, e de proteínas totais nos 

tecidos das plantas (PONMURUGAN; BABY; RAJKUMAR, 2007). 

Carboidratos oxidases, por sua vez, podem gerar H2O2 (Figura 1) e estão envolvidas no 

processo de defesa de plantas contra patógenos. Uma carboidrato oxidase inibiu o crescimento in 

vitro de vários patógenos e plantas de fumo que superexpressavam um gene dessa enzima ficaram 

mais resistentes a Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (CUSTERS et al, 2004). 

A glicose oxidase, além de proporcionar o acúmulo de H2O2, também estimula a via do 

AS, a síntese de PR-1 (DIEZEL et al., 2009) e o acúmulo de calose (SCHULTHEISS et al., 2003). 
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Além disso, suspensões de células de plantas de fumo cultivadas em diferentes concentrações de 

glicose oxidase apresentaram correlação positiva entre a quantidade de enzima, o acúmulo de 

H2O2 e da atividade de ascorbato peroxidase. A adição de catalase na suspensão de células reduziu 

a concentração de H2O2, porém não interferiu na atividade da ascorbato peroxidase (de PINTO et 

al., 2006). 

Finalmente, plantas com alta concentração de açúcares também podem ativar a cascata 

MAPK e a expressão de genes relacionados à defesa, como proteínas-RP e FAL (Figura 1) 

(EHNESS et al., 1997; THIBAUD et al., 2004).

2.2 Material e métodos

2.2.1 Obtenção das plantas hospedeiras

Plantas de limão Gênova, suscetível a P. nicotianae, enxertadas sobre limão Volkameriano, 

com seis meses de idade, foram cedidas pelo Eng. Agrônomo Antonio Ricardo Violante (Cutrale, 

São João da Boa Vista, SP). Ademais, porta-enxertos de tangerina Sunki (Citrus sunki), suscetível 

a P. nicotianae e citrumelo Swingle (Citrus paradisi × Poncirus trifoliata), resistente a P. 

nicotianae, com seis meses de cultivo, foram obtidos em viveiro de mudas localizado no 

município de Casa Branca, SP. Os porta-enxertos foram transplantados para recipientes plásticos 

de 4,5 L, preenchidos com mistura autoclavada composta por terra, areia e matéria orgânica 

(2:1:2; v/v/v) e mantidos no campo experimental do Setor de Fitopatologia da ESALQ/USP, 

localizado a 22° 42' 27'' S e 47° 37' 52'' W, a 513 m de altitude, os quais serão chamadas de porta-

enxertos no texto do presente trabalho. 

Por sua vez, sementes de citrumelo Swingle e de tangerina Sunki, cedidas pelo Fundecitrus 

(Araraquara, SP) e Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” (Cordeirópolis, SP), tiveram os 

tegumentos removidos e foram desinfestadas com hipoclorito de sódio (2,5%), sob agitação por 

15 min, seguida de três lavagens em água destilada autoclavada. Logo após, dez sementes foram 

inseridas no interior de placas de Petri, as quais continham 15 mL de substrato ágar-água (1,5%). 

As placas foram vedadas com filme plástico e incubadas a 28 °C, sob escuro, sendo que após 15 

dias, as sementes germinadas foram transferidas para bandejas de isopor com 96 células e 

preenchidas com vermiculita ou substrato Plantmax®. Finalmente, as plântulas das duas 

45



variedades de porta-enxerto, com 60 dias de cultivo, foram cedidas pelo MSc. Antonio Juliano 

Ayres (Citrosol, Mendonça, SP). Essas plantas serão chamadas de plântulas no texto do presente 

trabalho.

2.2.2 Seleção do isolado de Phytophthora nicotianae 

Os isolados de Phytophthora nicotianae LRS 05/01, LRS 02/04, LRS 04/04, LRS 05/04 

LRS 11/04, LRS 01/06 E LRS 02/06, cedidos pelo Pesquisador Científico Eduardo Feichtenberger 

(Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Sorocaba, APTA Regional), foram inoculados em 

plantas de limão Gênova, obtidas de acordo com o item 2.2.1. Para isso, um disco de casca do 

tronco de 5 mm de diâmetro foi retirado com auxilio de um furador de metal. Em seguida, um 

disco de igual diâmetro de meio de cultivo, que continha micélio, foi retirado do bordo de colônia 

de um dos isolados de P. nicotianae, cultivado por cinco dias em meio cenoura-ágar (CA - 200 g 

L-1 de cenoura sem casca, homogeneizada em liquidificador e peneirada e 15 g L-1 de ágar) e 

colocado no ferimento, com a face do inóculo voltada para o lenho da planta. Em seguida, o disco 

da casca do tronco foi recolocado no local da inoculação, fixado com auxílio de esparadrapo 

cirúrgico e a área inoculada envolvida por gaze, que foi mantida úmida até o momento da 

avaliação (ROSSETTI, 1947). Cada isolado foi inoculado em três plantas distintas e em cada 

planta foram realizadas quatro inoculações, sendo as plantas mantidas sob condições de telado.

A avaliação da área lesionada foi efetuada 44 dias após a inoculação. Para tanto, cascas de 

troncos foram removidas com auxílio de canivete e um pedaço de fita transparente foi colocado 

sobre cada lesão, que teve o bordo desenhado com auxilio de uma caneta para retroprojetor. Os 

pedaços de fita foram removidos das lesões e fixados em uma folha de papel sulfite. Em seguida, 

os desenhos das lesões foram recortados, digitalizados e o tamanho das áreas determinadas com 

auxilio do software QUANT (versão 1.0). Para a analise estatística, os valores foram 

transformados x + 0,5  e comparados através do teste de Tukey (5%). 

Para os testes que envolveram as análises molecular, bioquímica e fisiológica foi utilizado 

o isolado mais agressivo.
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2.2.3 Produção de inóculo, inoculação dos porta-enxertos, quantificação da troca gasosa, da 

biomassa do sistema radicular e detecção do patógeno

O propágulo utilizado para a inoculação de porta-enxertos foi obtido de acordo com 

Araujo (1998). Para a produção de zoósporos, 10 discos de micélio com 5 mm de diâmetro foram 

retirados de bordos de colônias de P. nicotianae (LRS 01/06), com sete dias de crescimento em 

meio CA, e transferidos para placas de Petri de poliestireno que continham 10 mL de meio 

cenoura-líquido diluído (2 mL de meio cenoura-líquido e 8 mL de água destilada autoclavada). As 

placas foram mantidas a 24 ºC sob luz fluorescente constante e, após 24 h, para proporcionar 

estresse nutricional e produção de esporângios, o meio de cenoura-líquido diluído foi removido 

das placas e substituído por 10 mL de água destilada autoclavada. As placas foram mantidas sob 

luz fluorescente constante a 24 ºC por 48 h. Em seguida, para a obtenção dos zoósporos, lotes de 

12 placas foram mantidas no interior de geladeira por 20 min e, a seguir, a temperatura ambiente 

por 20 min. Além disso, placas de Petri que continham 15 mL de meio CA receberam um disco de 

micélio de 0,5 cm, retirado de bordo de colônia de P. nicotianae e foram mantidas a 24 ºC sob 

escuro por 15 dias. 

O inóculo foi composto pelo meio CA colonizado por P. nicotianae e 75 mL de água 

destilada, que foram homogeneizados em liquidificador por 30 s e transferidos para recipientes 

que continham 10 mL da suspensão de zoósporos (3.104 zoósporos mL-1).

Para a inoculação, três meses após o transplantio, com auxilio de um bastão de vidro foram 

feitos no substrato quatro orifícios equidistantes, com 15 cm de profundidade e a 5 cm do colo de 

cada porta-enxerto. Em seguida, o inóculo (com volume aproximado de 100 mL), preparado como 

descrito acima, foi espalhado ao redor de cada porta-enxerto. Logo após, para garantir a existência 

de água livre no solo, e facilitar a movimentação dos zoósporos, o substrato foi inundado com 

água de torneira, obtida no campo experimental do Setor de Fitopatologia da ESALQ/USP, sendo 

que a água foi removida após dois dias. As raízes das plantas controle receberam tratamento 

semelhante, porém sem o patógeno.

Após a inoculação, a troca gasosa foi monitorada, durante nove meses, de acordo com a 

metodologia descrita por Habermann et al. (2003). Para isso, a medida da concentração de CO2 e 

fluxo de vapor d’água foram obtidos em folhas maduras e completamente expandidas localizadas 
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no terço superior de cada porta-enxertos, com o auxilio de um analisador de gás por infravermelho 

(LI-COR, modelo LI-6400). A concentração de CO2 do aparelho foi fixada em 380 ppm, a 

intensidade luminosa em 1.000 µmol m-2 s-1 e a temperatura da folha em 27 ºC. As avaliações 

foram realizadas das 7:30 h às 11:00 h e os parâmetros de fotossíntese, transpiração, condutância 

estomática e concentração de CO2 interno foram calculados pelo programa de análise de dados do 

LI-6400 e armazenados quando o coeficiente de variação foi menor do que 0,5%. Ademais, a 

eficiência do uso eficiente da água foi calculada pela divisão entre as taxas de assimilação de CO2 

e de transpiração (MEDINA; MACHADO; GOMES, 1999; TAMBUSSI; BORT; ARAUS, 2007).

Após a avaliação da troca gasosa, cada planta teve a massa do sistema radicular 

determinada com auxilio de uma balança analítica. Ademais, amostras de 0,5 g de radicelas e de 

folhas que tiveram a troca gasosa determinada, além das folhas imediatamente superiores, foram 

congeladas a -20 ºC, sendo que cada tratamento foi composto por seis repetições.

As plantas receberam 15 mL de fertilizante 10-10-10 (NPK) 2, 4 e 6 meses após a 

inoculação e 15 mL de Osmocote® 8 meses após a inoculação. Aplicações de 100 mL por planta 

de solução nutritiva, preparada de acordo com Furlani (1998) (concentração de nutrientes em mg 

L-1: NO3 161,50, NH4 = 23,00; P = 41,60; K = 233,60; Ca = 102,60; Mg =36,00; S = 48,0; Fe = 

1,80; Zn = 0,23; Mn = 0,64; B = 0,50; Cu = 0,13; Mo = 0,02), foram realizadas 1, 3 ,5 e 7 meses 

após a inoculação. A irrigação foi feita por aspersão e realizada 3 ou 4 vezes por semana. 

Os dados meteorológicos, obtidos junto ao Departamento de Engenharia Rural (ESALQ/

USP) e disponíveis em: http://www.leb.esalq.usp.br/automatica/pagina5.html, foram coletados de 

uma estação meteorológica automática instalada no posto agrometeorológico daquele 

departamento, localizado a 22o 42' 30'' S e 47o 38' 00'' W, a 546 m de altitude (ANEXO A).

Finalmente, para a detecção da presença ou ausência do patógeno, amostras de 30 mL de 

substrato e raízes foram coletadas e inseridas em copos plásticos descartáveis de 200 mL. Cada 

amostra foi inundada com 60 mL de água destilada autoclavada e, sobre a água, foram 

depositados 10 discos com 3 mm de diâmetro de folhas de limão siciliano, o qual é suscetível a P. 

nicotianae. Os copos foram vedados com filme plástico e mantidos sob luz fluorescente constante 

e a temperatura ambiente por quatro dias. Em seguida, os discos de folhas foram transferidos para 

lâmina para microscópio e a presença de esporângios no bordo dos discos de folhas foi verificada 

com auxilio de microscópio ótico, sendo utilizado aumento de 100 vezes.
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2.2.4 Inoculação das plântulas sob condições de câmara de crescimento, quantificação da 

troca gasosa e do consumo de água

A determinação da troca gasosa e de consumo de água foram realizadas junto a Seção de 

Fitopatologia de Plantas Lenhosas no Departamento de Ecologia da Universidade Técnica de 

Munique em Freising, Alemanha, sob supervisão do Prof. Dr. Wofgang Oßwald, bem como no 

Setor de Fitopatologia da ESALQ/USP. Para isso, plântulas de citrumelo Swingle e de tangerina 

Sunki, com 60 dias de cultivo, obtidas como descrito no item 2.2.1, foram transferidas para 

frascos plásticos preenchidos com suspensão de zoósporos, obtida conforme descrito no item 

2.2.3, ou água destilada autoclavada. Os frascos foram vedados com filme plástico e mantidos no 

interior de câmara de crescimento a 28 °C e sob fotoperíodo de 12 h. 

Após a inoculação de P. nicotianae, cinco plântulas de cada tratamento tiveram a troca 

gasosa avaliada diariamente, como descrito no item 2.2.3. Além disso, o consumo (transpiração + 

evaporação) de água foi quantificado através da determinação da diferença diária das massas dos 

conjuntos (frascos + plântulas) (FLEISCHMANN et al., 2005). Finalmente, amostras de folhas e 

raízes de nove plântulas por tratamento foram coletadas periodicamente, maceradas em nitrogênio 

liquido e armazenadas a - 75°C. 

2.2.5 Etileno

A determinação da produção de etileno foi realizada no Laboratório de Pós-colheita de 

Produtos Hortícolas do Departamento de Produção Vegetal, ESALQ/USP, sob supervisão do Prof. 

Dr. Angelo Pedro Jacomino. Para tanto, 0,5 g de folhas das plântulas, obtidas de acordo com o 

item 2.2.4, foram inseridas em tubos de 16 mL hermeticamente fechados, dos quais 8 mL estavam 

preenchidos com 1,5% ágar. A tampa de cada tubo continha um septo de silicone. Após 10 h, 

amostras de 2,5 mL de ar do interior dos frascos foram coletadas com seringa através dos septos e 

injetadas em cromatógrafo a gás (Thermo Electron Trace 2000 GC), equipado com um detector de 

ionização de chama (FID) regulado para 250 °C, um injetor regulado para 100 °C e uma coluna 

Porapack N de 1,8 m regulada para 100 °C, tendo o nitrogênio como gás de arraste. O tempo de 

corrida de cada amostra foi de 90 s e etileno comercial na concentração de 580 ppm foi utilizado 
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como padrão. A produção de etileno foi calculada com base no volume do frasco, massa das 

amostras e o tempo de incubação das amostras. Foram utilizadas cinco plântulas por tratamentos e 

os resultados expressos em pL de etileno g-1 de folha h-1.

2.2.6 Extração de DNA de radicelas de plântulas de citros

O DNA total de raízes de plântulas (item 2.2.4) de citros e do micélio do patógeno, 

cultivado em meio V8-líquido filtrado (200 mL de suco V8, filtrado através de gaze e papel de 

filtro 595 ½ Schleicher & Schuell, 800 mL de água destilada e 3 g de CaCO3), incubado a 22 °C e 

sob agitação por 4 dias, foi extraído em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, de acordo com Lefort e 

Douglas (1999). Para isso, 20 mg do material liofilizado recebeu 1 mL do tampão de extração (50 

mM Tris-HCl pH 8,0; 20 mM  EDTA pH 8,0; 0,7 M  NaCl; 0,4 M LiCl; 1% (m/v) CTAB), 1% (m/

v) PVP, 2% (m/v) SDS e 1% (m/v) β-mercaptoetanol), sendo homogeneizado através de suaves 

inversões de tubo, incubado em banho-maria a 65 °C por 10 min e resfriado em gelo por 5 min. 

Em seguida, foi acrescido de 0,5 mL de solução clorofórmio/álcool isoamílico na proporção 24:1 

(v:v), homogeneizado por suaves inversões de tubo e centrifugado por 10 min a 17.000 g a 4 °C. 

O sobrenadante de cada amostra foi transferido para novo tubo, ao qual foi adicionado igual 

volume de isopropanol, homogeneizado por suaves inversões e centrifugado por 2 min a 17.000 g 

a 4 °C. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% e 

novamente centrifugado por 2 min a 17.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi novamente descartado e 

o precipitado foi seco a temperatura ambiente. Após, o mesmo foi ressuspenso em 50 µL de água 

destilada e a quantificação e pureza do DNA foram verificadas a 260 e 280 nm.

2.2.7 Detecção e quantificação de P. nicotianae em raízes de plântulas de citros 

A quantificação de P. nicotianae em raízes de plântulas de citros foi realizada com auxílio 

d o s p r i m e r s I T S 3 ( 5 ´ G C AT C G AT G A A G A A C G C A G C 3 ´ ) e P N I C 1 ( 5

´ATTCAAAAGCCAAGCCACCG 3´) que amplificam um fragmento de 455 pb (TOOLEY et al., 

1997). A reação em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa foi realizado em sistema de detecção 

de seqüências ABI PRISM  7700 (Applied Biosystems). O fluoróforo usado foi o “SYBR green”, 
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que se liga a fitas duplas de DNA. Para tanto, 5µL de DNA, extraído como descrito no item 2.2.6, 

foi adicionado a 12,5 µL de Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 µL de cada primer (10 pmol 

µL-1), 1 µL de Rox e 5,5 µL de água destilada autoclavada tratada com 0,1% de dietil 

pirocarbonato (DEPC). As condições térmicas da PCR quantitativa foram 95°C por 15 min para a 

separação das fitas duplas e 40 vezes 94 °C por 15 s, 55 °C por 15 s, 72 °C por 15 s; além de 72 

°C por 5 min. Para a construção da reta padrão, uma diluição em série de DNA extraído de 

micélio de P. nicotianae, que continha de 8,8 a 8,8.105 pg DNA mL-1, foi incorporada em cada 

análise. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas e os resultados foram expressos em pg 

DNA de P. nicotianae mg-1 de tecido seco de raiz.

2.2.8 Obtenção de extrato de folhas e de raízes

Amostras de folhas e raízes de porta-enxertos de citros, obtidas como descrito no item 

2.2.3, foram maceradas na presença de nitrogênio líquido seguida pela adição de 4 mL de tampão 

fosfato de sódio 100 mM (pH 6,0) (tampão de extração) e centrifugadas a 20.000 g por 25 min, a 

4 oC. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a realização das análises bioquímicas. Por 

sua vez, amostras maceradas de raízes e folhas das plântulas de citros, obtidas de acordo com o 

item 2.2.4, foram liofilizadas e resuspensas, overnight a 4 oC, em tampão fosfato de sódio 100 

mM (pH 6,0) acrescido de 1% PVPP na proporção 10 mL g-1 de tecido seco, centrifugadas a 

20.000 g por 25 min a 4 oC e os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a realização das 

análises bioquímicas. Além disso, para analisar a atividade da SOD e da CAT, amostras de 150 mg 

de raízes das plântulas de citros foram maceradas na presença de nitrogênio líquido, seguida pela 

adição de 1,5 mL de tampão de extração (tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,4); 0,1 mM 

EDTA; 1% PVPP). Após, o material foi centrifugado a 15.000 g por 10 min a 4 oC e o 

sobrenadante recolhido para a realização das análises.

2.2.9 Carboidratos

Para a análise de açúcares solúveis totais (AST), 500 µL de extrato (item 2.2.8) recebeu 

500 µL de 5% fenol em água destilada e 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado e foi agitado 
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cuidadosamente. Após 30 min de incubação a temperatura ambiente, a absorbância foi 

determinada a 490 nm e a concentração de AST determinada com base em uma reta padrão de 

glicose (DUBOIS et  al., 1956). O conteúdo de açúcares redutores (AR) foi determinado pela 

adição de 1,5 mL de hidrazida do ácido p-hidroxibenzóico (1 g dissolvido em 20 mL 0,5 M HCl e 

após, adicionado 80 mL 0,5 M NaOH) em 500 µL de extrato (item 2.2.8), que foi incubado em 

banho-maria a 100 oC por 5 min. Após o resfriamento, foi determinada a absorbância a 410 nm e a 

concentração de AR determinada com base em uma reta padrão de glicose (LEVER, 1972). A 

determinação de açúcares não redutores (ANR) foi realizada de maneira indireta através do 

cálculo: ANR = AST - AR (RIBEIRO, 2006). Os resultados desses três grupos de açúcares foram 

expressos em equivalentes de mg de glicose g-1 de amostra.

Além disso, análises para quantificar glicose, frutose, sacarose e amido, presentes em 

plântulas de citros foram realizadas por cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) junto ao 

Departamento de Ecologia da Universidade Técnica de Munique. Os açúcares solúveis foram 

extraídos seqüencialmente. Para isso, 15 mg de tecido seco de cada amostra (item 2.2.4) recebeu 1 

mL (uma vez) e 0,5 mL (duas vezes) de água destilada aquecida a 60 ºC, sendo incubada por 10 

min a 80 ºC e após cada período de incubação foi centrifugada a 10.000 g por 4 min. O 

sobrenadante foi transferido para tubo tipo eppendorf de 2 mL e após os períodos de incubação, 

foi centrifugado a 20.000 g por 5 min. Uma alíquota de 1 mL do sobrenadante foi filtrada através 

de membrana (0,45 µm) e mantida a - 25ºC até o momento da análise. 

A extração do amido foi realizada com o precipitado obtido na extração dos açúcares 

solúveis, o qual recebeu 400 µL amilase (1.250 U mL-1), foi incubado por 30 min a 60 ºC e 

centrifugado por 5 min a 10.000 g. O sobrenadante foi transferido para novo tubo tipo eppendorf 

de 2 mL, recebeu uma alíquota de 300 µL amiloglicosidase (3 U mL-1) e incubado overnight a 37 

ºC. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 20.000 g por 5 min e uma alíquota de 1 mL do 

sobrenadante foi filtrada através de membrana (0,45 µm) e mantida a - 25ºC até o momento da 

análise. 

Os açúcares solúveis presentes em 20 µL de amostra foram analisados em HPLC equipado 

com uma coluna Aminex HPX-87C (BIORAD, Alemanha), mantida a 85 ºC e os valores 

registrados com o uso de um detector de índice refrativo. Como fase móvel foi usada água para 

HPLC e o fluxo foi de 0,6 ml min-1, sendo o tempo de corrida de 20 min por amostra. A glicose 
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obtida pela degradação do amido foi analisada em 20 µL de amostra com coluna Aminex 

HPX-87N (Biorad, Alemanha) a 60 ºC e equipada com um detector de índice refrativo. A fase 

móvel foi composta por 20 mM H2SO4, o fluxo foi de 0,6 ml min-1 e tempo de corrida de 15 min 

(SCHLOTER et al., 2005). Os resultados foram expressos em mg açúcar g-1 de tecido seco.

2.2.10 Proteínas

O conteúdo de proteínas totais foi quantificado de acordo com Bradford (1976). Para tanto, 

800 µL de extrato (item 2.2.8) recebeu 200 µL do reagente de Bradford. Após 5 min, a 

absorbância foi determinada a 595 nm. A concentração de proteínas foi expressa em equivalentes 

de mg de albumina de soro bovino (ASB) g-1 de amostra, que foi determinada com base em reta 

padrão de ASB.

2.2.11 Atividade da superóxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Gupta et al. (1993), com adaptações, 

na qual 200 µL de extrato (item 2.2.8) foi acrescido a 1 mL de mistura de reação (tampão fosfato 

de potássio 5 mM  (pH 7,4); 9,9 mM metionina; 57 µM azul de nitrotetrazolium (NBT); 0,025% 

triton X-100) e, por último, 100 µL de 44 mM riboflavina. Foi determinada a absorbância de cada 

amostra a 560 nm antes e após a incubação sob luz fluorescente por 20 min a 28 oC. A atividade 

da SOD foi calculada de acordo com Asada, Takahashi e Nagate (1974), através da determinação 

da razão entre as absorbâncias de cada amostra. Nas condições do ensaio, uma unidade de SOD 

foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a foto-redução do NBT e 

os resultados foram expressos em Unidades de SOD mg-1 de proteína. 

2.2.12 Atividade da catalase

A mistura de reação para determinar a atividade de CAT foi composta por 1,45 mL de 

0,036% H2O2 em tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 6,8), sendo a reação iniciada pela adição 

de 50 µL de extrato (item 2.2.8). A redução da absorbância a 240 nm, resultante da degradação do 
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H2O2, foi monitorada por 1 min e os valores registrados a cada 6 s. Os resultados foram expressos 

em unidades de CAT mg-1 de proteína, sendo uma unidade correspondente à decomposição de 1 

µmol de H2O2 por min nas condições do ensaio (BEERS; SIZER, 1952).

2.2.13 Atividade de quitinase

A atividade de quitinase foi avaliada pela liberação de fragmentos solúveis de quitina 

carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (CM-Chitin-RBV). Para isso, 200 µL do 

extrato (item 2.2.8) foi misturado com 600 µL do tampão de extração e 200 µL do substrato CM-

Chitin-RBV (4 mg mL-1). Após incubação por 20 min a 40 oC, a reação foi paralisada com a 

adição de 200 µL de 1 M  HCl, seguido de resfriamento e centrifugação por 5 min a 10.000 g. A 

absorbância do sobrenadante foi determinada a 550 nm. Os resultados foram expressos em 

Unidades de Absorbância a 550 nm min-1 mg-1 de proteína (STANGARLIN; PASCHOLATI; 

LABATE, 2000).

2.2.14 Atividade de β-1,3-glucanase

A determinação da atividade de β-1,3-glucanase presente em amostras de porta-enxertos 

foi determinada pela quantificação colorimétrica da glicose liberada do substrato laminarina, de 

acordo com Kombrink e Hahlbrock (1986). Para isso, 150 µL de extrato (item 2.2.8) recebeu 150 

µL de 0,2% laminarina, dissolvida em tampão de extração antes (1) (glucanases hidrolisam 

laminarina liberam glicose) ou após (2) (glucanases não hidrolisam laminarina) o aquecimento a 

37 ºC por 3 h. Após, a concentração de AR foi determinada de acordo com Lever (1972), de 

acordo como descrito no item 2.2.9. A concentração de AR de cada leitura de aborbância foi 

determinada com base em uma reta padrão de glicose e a quantidade de glicose liberada pela 

laminarina foi obtida com base na subtração: (1) - (2). Os resultados expressos em µg de glicose 

min-1 mg-1 de proteína. 

Por sua vez, a determinação da atividade de β-1,3-glucanase presente em amostras de 

plântulas foi realizada de acordo com Guzzo e Martins (1996), pela quantificação da liberação de 

fragmentos solúveis de carboximetilcurdlan-remazol brilhante azul (CM-curdlan-RBB). Para isso, 
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200 µL de extrato (item 2.2.8) recebeu 600 µL do tampão de extração e 200 µL CM-curdlan-RBB 

(4 mg mL-1). Após a incubação a 40 ºC por 4 h, a reação foi paralisada com a adição de 200 µL de 

1 M HCl, seguida por resfriamento e centrifugação a 10.000 g por 5 min. A absorbância foi 

determinada a 600 nm e os resultados expressos em Unidades de Absorbância a 600 nm min-1 

mg-1 de proteína. 

2.2.15 Atividade da guaiacol peroxidase

A atividade da guaiacol peroxidase foi determinada espectrofotometricamente a 470 nm 

em uma mistura de reação que consistiu de 2,9 mL do tampão de reação (tampão fosfato de sódio 

10 mM  (pH 6), 2,3 mM guaiacol e 2,9 mM  H2O2) e 0,1 mL de extrato (item 2.2.8), onde a 

guaiacol peroxidase converte o guaiacol em tetraguaiacol. A reação foi monitorada por 1 min, com 

as medidas de densidade óptica tomadas a cada 6 s. Os resultados foram expressos em Δ abs 470 nm 

min-1 mg-1 de proteína (RONCATO; PASCHOLATI, 1998). 

2.2.16 Atividade de polifenoloxidase

A atividade da polifenoloxidase foi determinada pela conversão de catecol em quinona, 

onde 900 µL de 20 mM  catecol em tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 6,8) recebeu 100 µL de 

extrato (item 2.2.8). A reação foi monitorada por 1 min, com as medidas das absorbâncias 

registradas a cada 6 s a 420 nm e os resultados expressos em Δ abs 420 nm min-1 mg-1 de proteína 

(DUANGMAL, APENTEN, 1999). 

2.2.17 Atividade de fenilalanina amônia-liase

A atividade da fenilalanina amônia-liase foi determinada pela quantificação do ácido 

trans-cinâmico liberado a partir da fenilalanina (UMESHA, 2006). Para isso,100 µL de extrato 

(item 2.2.8) recebeu 400 µL de tampão Tris-HCl 25 mM (pH 8,8) e 500 µL de 100 mM 

fenilalanina em tampão Tris-HCl 25 mM (pH 8,8), sendo incubado a 40 ºC por 4 h. Após, a reação 

foi paralisada com a adição de 60 µL 5M HCl, seguido de esfriamento. A absorbância foi 
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determinada a 290 nm e foi subtraída de cada amostra a absorbância do controle, composto por 

100 µL do extrato e 900 µL de tampão Tris-HCl 25 mM (pH 8,8) aquecido a 40 ºC por 4 h e 

acrescido de 60 µL 5 M  HCl. A concentração de ácido trans-cinâmico das amostras foi 

determinada com base em uma reta padrão de ácido trans-cinâmico e a atividade enzimática 

expressa em µg de ácido trans-cinâmico min-1 mg-1 de proteína. 

2.2.18 Fenóis totais

Amostras de porta-enxerto de citros, obtidas de acordo com o item 2.2.3, foram trituradas 

na presença de nitrogênio liquido e liofilizadas em centrífuga a vácuo SpeedVac por 6 h. Em 

seguida, 30 mg de cada amostra foi transferida para tubo tipo eppendorf de 2 mL, acrescida de 1,5 

mL de metanol 80% e agitada em agitador rotativo overnight, protegido da luz e a temperatura 

ambiente. Após, o extrato metanólico foi centrifugado a 12.000 g por 5 min e o sobrenadante foi 

transferido para novo tubo. O precipitado foi mantido a - 25 ºC para a determinação de lignina. 

Por sua vez, para a quantificação dos compostos fenólicos solúveis totais, 150 µL do extrato 

metanólico recebeu 150 µL do reagente Folin-Ciocalteau 0,25 N e foi mantido a temperatura 

ambiente por 5 min. Em seguida, acrescentou-se 150 µL de 1 M Na2CO3, sendo a mistura 

homogeneizada e incubada por 10 min a temperatura ambiente. A seguir, a mistura recebeu 1 mL 

de água destilada e deionizada e foi mantida a temperatura ambiente por uma hora. A absorbância 

foi determinada a 725 nm e a concentração de fenóis totais determinada com base em uma reta de 

catecol, sendo os valores expressos em mg de catecol g-1 de tecido seco (RODRIGUES et al., 

2005).

2.2.19 Lignina

Um volume de 1,5 mL de água destilada foi adicionado ao precipitado proveniente da 

centrifugação do item 2.2.18, seguido de homogeneização e centrifugação a 12.000 g por 5 min. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado seco a 60 ºC overnight. Em seguida, o precipitado 

recebeu 1,5 mL de solução composta por ácido tioglicólico e 2 M HCl (1:10 v/v), sendo 

homogeneizado e incubado em banho-maria a 100 ºC por 4 h. Após, o tubo foi esfriado em gelo 
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por 10 min e centrifugado a 12.000 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

foi lavado com 1,5 mL de água destilada e deionizada e centrifugado a 10.000 g por 10 min. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado recebeu 1,5 mL 0,5 M  NaOH. A mistura foi 

homogeneizada em agitador rotativo overnight, seguida de centrifugação a 10.000 g por 10 min. 

O sobrenadante foi transferido para novo tubo, acrescido de 200 µL HCl concentrado e mantido a 

4 ºC sob escuro por 4 h. A seguir, a mistura foi centrifugada a 10.000 g por 10 min, sendo o 

sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL de 0,5 M NaOH. A absorbância foi 

determinada a 280 nm e a concentração de lignina determinada com base em uma reta padrão de 

lignina, sendo os resultados expressos em mg de lignina g-1 de tecido seco (RODRIGUES et  al., 

2005).

2.3 Resultados e discussão

2.3.1 Seleção do isolado de Phytophthora nicotianae

Pode-se observar na Figura 2 que o isolado LRS 01/06 foi o mais agressivo ao limão 

Gênova (P < 0,05). O tamanho médio das lesões provocadas pelo referido isolado foi pelo menos 

1,8 vezes maior que o tamanho médio das lesões provocadas pelos outros isolados. Em vista 

disso, o mesmo foi utilizado para a realização dos experimentos que envolveram aspectos 

fisiológicos, bioquímicos e moleculares das interações estudadas.
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Figura 2 - Área média de lesões provocadas por diferentes isolados de Phytophthora nicotianae em plantas de limão 
Gênova enxertadas sobre limão Volkameriano 44 dias após a inoculação. Letras iguais não diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5%

Essa diferença de virulência entre isolados de P. nicotianae também já foi relatada por 

outros autores. A inoculação de diferentes isolados de duas espécies de Phytophthora em plantas 

de pimentão, cultivar Califórnia Wonder, mostrou que, entre os isolados de P. nicotianae, Png 1, 

Png 5 e Png 7 foram os mais agressivos, porém não foram verificadas diferenças de virulência 

entre os isolados de P. capsici (ANDRÉS; RIVERA; FERNÁNDEZ, 2003). Csinos e Beltrand 

(1994) estudaram os sintomas provocados por 32 isolados de P. parasitica var. nicotianae em 

quatro cultivares de fumo. Os autores verificaram que a cultivar K326 era a mais suscetível ao 

patógeno e 371 Gold e Line 1071 eram as mais resistentes. Além disso, os isolados 287, 288 e 289 

de P. parasitica var. nicotianae foram os mais agressivos e os isolados 284, 296, 301 e 304 foram 

os menos agressivos. 

Os isolados D54S e S-BLK-8 de P. nicotianae provocaram podridão em 17% e 33% do 

sistema radicular de plântulas de laranja Doce, respectivamente, o que mostrou que o segundo 

isolado era mais agressivo do que o primeiro (TIMMER; GRAHAM; ZITKO, 1998). Em outro 

estudo envolvendo interação citros - P. nicotianae, foi verificado que o isolado Pn117 provocou 

menor infecção de raízes e redução da biomassa do sistema radicular do que os isolados Pn198 e 
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Pn99 em diferentes porta-enxertos (COLBURN, 2004). Esse autor também verificou expressão de 

gene relacionado a defesa em plântulas de laranja Azeda tratadas com os ácidos salicílico e 

jasmônico ou inoculados com o isolado Pn117. Porém, não foi verificado e expressão nas 

plântulas inoculadas com os isolados P198 e Pn99. 

Da mesma maneira, a diferença de agressividade entre os isolados de P. nicotianae 

estudados neste trabalho pode ser devida a expressão diferenciada de genes relacionados a defesa 

dos porta-enxertos. Porém, não se pode descartar a hipótese de que o isolado LRS 01/06 tem 

maior quantidade de genes de virulência que codificam, por exemplo, toxinas ou enzimas 

degradadoras de parede celular.

2.3.2 Avaliação da troca gasosa e do sistema radicular

O patógeno foi detectado em todos os porta-enxertos inoculados, porém o mesmo estava 

ausente nas plantas controle, evidenciando que a inoculação foi bem sucedida e que os controles 

estavam livres de P. nicotianae (dados não mostrados).

Os porta-enxertos de tangerina Sunki inoculados com P. nicotianae apresentaram redução 

na massa do sistema radicular a partir do quarto mês após a inoculação (P < 0,05) (Figuras 3 e 4), 

bem como redução na taxa fotossintética e condutância estomática a partir do quinto mês após a 

inoculação (P < 0,05) (Figura 5). Também foi observado que a transpiração média de tangerina 

Sunki inoculada, a partir do quinto mês após a inoculação, foi 46% menor do que as plantas 

controle. Por outro lado, porta-enxertos de citrumelo Swingle não apresentaram alterações nesses 

parâmetros (Figura 5).
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Figura 3 - Massa fresca do sistema radicular de porta-enxertos de citros inoculados com Phytophthora nicotianae. 
 = Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle; 
 = Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6). * Indica diferença 

estatística a 5% pelo teste de Tukey

Figura 4 - Sistemas radiculares de porta-enxertos de citros 9 meses após a inoculação de Phytophthora nicotianae
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Figura 5 - Fotossíntese (A), condutância estomática (gs), concentração interna de CO2 (Ci), transpiração (E) e uso 
eficiente da água (UEA) em porta-enxertos de citros inoculados com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  = 
Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6).  * Indica diferença estatística 
a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey

O experimento que envolveu plântulas de citros apresentou resultados semelhantes, pois P. 

nicotianae reduziu a taxa fotossintética, a condutância estomática e a transpiração apenas de 

tangerina Sunki 5 dias após a inoculação (P < 0,05) (Figura 6). Além disso, também foi verificado 

que o consumo de água dessas plantas foi reduzido (P < 0,05) 5 dias após a inoculação (Figura 6). 

Análises visuais indicaram que o sistema radicular de plântulas de tangerina Sunki também foi 

mais afetado por P. nicotianae do que o de citrumelo Swingle (Figura 7).
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Figura 6 - Fotossíntese (A), condutância estomática (gs), concentração interna de CO2 (Ci), transpiração (E), uso 
eficiente da água (UEA) e consumo de água em plântulas de citros inoculados com Phytophthora 
nicotianae.  = Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo 
Swingle controle;  = Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 5). * 
Indica diferença estatística a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey
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Figura 7 - Efeito de Phytophthora nicotianae no sistema radicular de plântulas de tangerina Sunki (A) e citrumelo 
Swingle (B) 7 dias após a inoculação. Raízes à direita foram inoculadas; controles não inoculados estão à 
esquerda. Barra = 1 cm. Setas indicam sintomas de P. nicotianae nas raízes

Um do sintomas de P. nicotianae em citros é a podridão de raízes. Nas Figuras 3 e 4 

observa-se que porta-enxertos de citrumelo Swingle e tangerina Sunki são resistente e suscetível, 

respectivamente, a podridão de raízes provocada por P. nicotianae. Diversos autores já mostraram 

essa diferença de reação entre diferentes porta-enxertos inoculados com esse patógeno 

(ALVAREZ et al., 2009; FOURIE, 2004; MATHERON; WRIGHT; PORCHAS, 1998; MEDINA 

FILHO et al.; 2004; ZITKO; TIMMER; SANDLER, 1991). Além disso, outras espécies lenhosas 

também apresentam reações diferentes a Phytophthora spp. P. cinnamomi provocou maior 

podridão de raízes, murcha mais severa e a morte de maior número de plantas de Quercus ilex do 

que Quercus rubra quatro meses após a inoculação (ROBIN; CAPRON; DESPREZ-LOUSTAU, 

2001). Kellam e Coffey (1985) verificaram que P. cinnamomi reduziu os sistemas radiculares dos 

porta-enxertos de abacate Topa Topa, G6 e Duke 7 em 81%, 36,3% e 16,1%, respectivamente, 20 

semanas após a inoculação. 

Por sua vez, análises visuais sugerem que os sintomas de podridão provocados por P. 

nicotianae também foram mais severos em plântulas de tangerina Sunki de que em citrumelo 

Swingle, como ilustrado na Figura 7, mostrando mais uma vez a diferença entre o nível de 

resistência entre os dois porta-enxertos estudados. Fourie (2004) avaliou os sintomas de podridão 

de raízes provocados por P. nicotianae em diferentes porta-enxertos de citros mantidos em sistema 

hidropônico após a inoculação. Ele verificou que os limões Rugoso e Volkameriano foram os 

porta-enxertos mais suscetíveis; citranges Carrizo e C35 apresentaram resistência moderada; e 
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citrange Troyer, C. macrophylla, citrumelo Swingle e laranja Azeda foram os porta-enxertos mais 

resistentes. Segundo esse mesmo autor, a remoção das raízes do substrato, seguida pela lavagem 

das mesmas, provoca ferimentos, que juntamente com a água livre presente em sistema 

hidropônico, favoreceu a infecção de raízes pelos zoósporos.

Na Figura 5 observa-se que os menores valores de fotossíntese, condutância estomática e 

uso eficiente da água foram obtidos 0, 1 e 4 meses após a inoculação, que correspondem aos 

meses de maio, junho e setembro de 2007, respectivamente, que apresentaram baixa precipitação 

(ANEXO A). Em julho de 2007 houve um grande volume de chuvas, o que pode ter favorecido a 

troca gasosa. É importante lembrar que durante o experimento, os porta-enxertos estavam 

plantados em recipientes de 4,5 L e foram irrigados 3 ou 4 vezes por semana. Aparentemente, a 

quantidade de água armazenada no substrato não foi suficiente para manter as taxas de 

fotossíntese, condutância estomática, concentração interna de CO2 e uso eficiente da água. Da 

Silva et al. (2005) e Ribeiro (2006) também verificaram que plantas de citros têm a troca gasosa 

prejudicada em períodos de baixa disponibilidade hídrica. Além disso, temperaturas baixas 

também pode influenciar esses parâmetros (RIBEIRO, 2006). Porém, em julho e agosto de 2007, 

2 e 3 meses após a inoculação, nos quais a temperatura média foi de 17 e 19,5 oC (ANEXO A), 

respectivamente, os porta-enxertos mostraram valores de troca gasosa semelhantes aos obtidos 

durante o verão (Figura 5), onde a temperatura média alcançou valores superiores a 22 oC. 

Em suas análises, Ribeiro (2006) verificou que em junho de 2005 houve volume de chuvas 

maior do que 100 mm e temperaturas médias de aproximadamente 20 oC. Nessas condições, a 

taxa média de fotossíntese, condutância estomática, transpiração e CO2 interno em laranjeira 

Valência foram 10 µmol CO2 m-2 s-1; 0,12 mmol CO2 m-2 s-1; 3 mmol H2O m-2 s-1 e 250 µmol CO2 

mol-1, respectivamente, valores comparáveis aos obtidos neste trabalho (Figura 5). Segundo esse 

mesmo autor, o aumento repentino da disponibilidade hídrica no solo e baixas temperaturas 

noturnas poderiam explicar a abertura dos estômatos, que levou a maiores taxas de fotossíntese, 

transpiração e concentração interna de CO2. Brakke e Allen Júnior (1995) também verificaram 

que o estresse hídrico proporcionou redução na taxa de fotossíntese em plântulas de citrumelo 

Swingle e de citrange Carrizo.

Plantas de tangerina Sunki inoculadas com P. nicotianae apresentaram redução da 

condutância estomática, fotossíntese, consumo da água e transpiração (Figuras 5 e 6). De acordo 
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com Nobel (1999) menores aberturas estomáticas levam a redução na transpiração, que aumenta a 

temperatura dos tecidos e afeta a fotossíntese. Ademais, a regulação estomática da transpiração 

representa um mecanismo de preservação de água em situações de baixa disponibilidade hídrica 

(MEDINA; MACHADO; GOMES, 1999). Outro ponto a se destacar é que a condutância 

estomática apresentou padrão similar ao da fotossíntese, sugerindo que a queda da fotossíntese foi 

em virtude do fechamento dos estômatos. 

Não foi verificado alteração no uso eficiente da água (P > 0,05) (Figuras 5 e 6), dessa 

maneira, a redução da condutância estomática, provocada por P. nicotianae em tangerina Sunki, 

alteou de maneira proporcional a quantidade de carbono assimilada e de água perdida na forma de 

transpiração. Por outro lado, a concentração interna de CO2 não foi alterada (P > 0,05) em plantas 

de tangerina Sunki inoculadas com P. nicotianae (Figuras 5 e 6), ou seja, a quantidade de CO2 

consumida pela fotossíntese era praticamente a mesma que penetrava na folha. É importante 

lembrar que a movimentação estomática tem o objetivo de manter a concentração interna de CO2 

aproximadamente constante (WONG; COWAN; FARQUHAR, 1979). 

P. aphanidermatum provocou redução no consumo de água e na taxa de fotossíntese em 

plantas de pimentão 3 dias após a inoculação (JOHNSTONE et al., 2005). Fleischmann et al. 

(2005) mostraram que plântulas de faia (Fagus sylvatica), inoculadas com P. citricola, sofreram 

redução na taxa fotossintética e na condutância estomática dois dias após a inoculação, enquanto 

que o consumo de água foi afetado seis dias após a inoculação. Além disso, P. cinnamomi reduziu 

a taxa fotossintética, transpiração e condutância estomática de plântulas de abacate uma semana 

após a inoculação (PLOETZ et al., 1989). Por sua vez, Clemenz et al. (2008) mostraram que 

Alnus glutinosa inoculadas com Phytophthora alni apresentaram menor taxa de fotossíntese e de 

transpiração quatro meses após a inoculação. Esses autores verificaram uma pequena mudança no 

uso eficiente da água e na concentração interna de CO2. Plantas de C. sativa irrigadas e inoculadas 

com P. cinnamomi apresentaram redução na transpiração e na condutância estomática (MAUREL 

et al., 2001). Além disso, castanheiras naturalmente infectadas com P. cinnamomi tiveram a 

condutância estomática, transpiração, fotossíntese e o uso eficiente da água afetados pelo 

patógeno (GOMES-LARANJO et al., 2004). Estudos envolvendo plantas de um ano de duas 

espécies de carvalho, Q. ilex (suscetível) e Quercus suber (mediamente resistente), mostraram que 

a condutância estomática dessas plantas foi reduzida por P. cinnamomi 19 e 37 dias após a 
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inoculação, respectivamente. Porém, em plantas com dois anos, a condutância estomática de Q. 

ilex foi reduzida pelo patógeno dois meses após a inoculação (ROBIN; CAPRON; DESPREZ-

LOUSTAU, 2001).

Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que P. nicotianae primeiramente 

danificou o sistema radicular de tangerina Sunki (Figura 3), o que comprometeu a absorção de 

água e o balanço hídrico, levando ao fechamento estomático, que por sua vez, limitou a 

fotossíntese e a transpiração (Figura 5).

2.3.3 Detecção e quantificação de P. nicotianae em raízes de plântulas de citros

Em fitopatologia, a quantificação correta de doenças é muito importante. Os parâmetros de 

interesse são: incidência - freqüência de plantas doentes; severidade - a área ou volume de tecido 

atacado; perda - proporção da produção que não será colhida devido ao ataque de patógenos 

(AGRIOS, 2005). Além disso, foram desenvolvidas técnicas para se quantificar a biomassa de 

fungos presentes no tecido vegetal, através da detecção de ergosterol ou quitina (GARDNER et 

al., 1993; PLASSARD; MOUSAIN; SALSAC, 1982), no entanto, essas análises não são 

específicas. Por sua vez, a PCR, com o uso de primers específicos consegue quantificar o DNA de 

patógenos de interesse no tecido de plantas hospedeiras. A PCR quantitativa difere da PCR 

clássica pela quantificação do produto amplificado a cada ciclo de reação. Assim, o resultado é 

independente do platô que corresponde à saturação da reação e que leva a quantificação 

equivocada (GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004). Ele pode ser usado na detecção de 

fungos (HUGHES; ATALLAH; GRAU, 2009) bactérias (FRANCIS et al., 2006), vírus 

(MANSON et al., 2008) ou nematóides (BERRY et al., 2008).

A medida da eficiência da PCR quantitativa é dada pela equação: E = 101/-a - 1, na qual “a” 

representa a inclinação de uma reta padrão, construída a partir de diluições de uma amostra com 

concentração conhecida. O valor de “a” igual a - 3,32 indica que a eficiência da reação da PCR 

quantitativa é 100% e a eficiência do PCR deve ser no mínimo 90% (GINZINGER, 2002). No 

presente trabalho, o valor da inclinação da curva, dependendo da corrida, variou de -3,33 a -3,10, 

ou seja, a eficiência da PCR quantitativa variou de 99% a 110%. Além disso, o coeficiente de 

correlação varou de 0,995 a 0,999. Na Figura 8, pode-se observar uma curva padrão, construída a 
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partir de DNA extraído de micélio de P. nicotianae e amplificado com o par de primers ITS3/

PNIC1. A inclinação da reta foi igual a -3,252 e o coeficiente de correlação de 0,996. Outros 

pesquisadores também verificaram e validaram dados de PCR quantitativa com eficiência superior 

a 100% (GACHON; SAINDRENAN, 2004; HAMALAINEN et al., 2001; PERSSON; HAMBY; 

UGOZZOLI, 2005). De acordo com Ishii, Sootome e Yamashita (2007) os valores de “a” devem 

estar entre -3,1035 e -3,7762 e o coeficiente de correlação maior do que 0,995. 

Figura 8 – Reta padrão de uma diluição em série do genoma de Phytophthora nicotianae amplificado com o par de 
primers ITS3/PNIC1 e quantificado em PCR quantitativa 

O valor da fluorescência em Ct (cycle threshold) é definido como o número de ciclos 

necessários para alcançar o limiar de detecção da fluorescência (GACHON; SAINDRENAN, 

2004). O número de ciclos que a fluorescência de cada amostra alcança o Ct, é inversamente 

proporcional ao número de cópias do ácido nucléico alvo presente na mesma. Então, o Ct de cada 

amostra é utilizado para quantificar a concentração de DNA, usando uma reta padrão, gerada a 

partir de DNA padrão, que é amplificado na mesma corrida da PCR quantitativa (ORLANDO; 

PINZANI; PAZZAGLI, 1998). O DNA extraído a partir de raízes de plântulas sadias de tangerina 

Sunki e de citrumelo Swingle sadios apresentaram Ct iguais a 34 e 36, respectivamente (dados 
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não apresentados), enquanto que o controle água destilada tratada com DEPC apresentou Ct igual 

a 38 (dados não apresentados). Com base nesses resultados, plântulas de tangerina Sunki e de 

citrumelo Swingle que apresentaram Ct inferior a 34 e 36, respectivamente, foram consideradas 

infectadas por P. nicotianae.

Os resultados mostraram que a quantidade média de DNA de P. nicotianae em raízes de 

citrumelo Swingle foi 2,7 e 3,1 vezes menor do que em raízes de tangerina Sunki 4 e 7 dias após a 

inoculação, respectivamente. Porém, em virtude da colonização heterogênea do patógeno nas 

raízes das plântulas, não foi verificada diferença estatística (Figura 9). Por outro lado, Fourie 

(2004) analisou os sintomas provocados por P. nicotianae em diferentes porta-enxertos de citros 

mantidos em sistema hidropônico ou substrato infestado. O sistema hidropônico proporcionou 

sintomas mais homogêneos entre as repetições de todos os porta-enxertos estudados. Segundo o 

autor, a existência de água livre e de ferimentos, provocados durante a lavagem das raízes, 

favoreceram a infecção por zoósporos do patógeno em sistema hidropônico.

Figura 9 - Colonização de Phytophthora nicotianae em raízes de plântulas de citros determinada pela quantificação 
do DNA do patógeno nos tecidos do hospedeiro, detectada por PCR quantitativa.  = Tangerina Sunki; 

 = Citrumelo Swingle. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 9)

Apesar das raízes de plântulas de tangerina Sunki exibirem visualmente sintomas mais 

severos da doença do que raízes de plântulas de citrumelo Swingle (Figura 7), não foi possível 

separar o genótipo resistente do suscetível com base na colonização do sistema radicular. Essa 

diferença já foi relatada por diversos pesquisadores. Em plantas de pimentão, cultivares Padron e 
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Yolo Wonder (suscetíveis), a concentração de DNA de P. capsici diferiu das cultivares resistente 

(PI201234 e SCM331) 72 h após a inoculação (SILVAR; DÍAZ; MERINO, 2005). A concentração 

de DNA de Phytophthora medicaginis no cultivar Saranac (suscetível) de alfafa foi pelo menos 

sete vezes maior do que na cultivar WAPH-1 (resistente) 15 dias após a inoculação 

(VANDEMARK; BARKER, 2003). Porém, não foi possível relacionar a colonização por 

Verticillium albo-atrum com o nível de resistência das cultivares de alfafa (LARSEN et al., 2007). 

Segundo esses autores, isso ocorreu porque as plantas utilizadas no experimento foram 

representadas por uma cultivar resistente, que inibe o crescimento do patógeno, e outra tolerante, 

na qual o patógeno cresce, mas não provoca sintomas severos.

2.3.4 Etileno

É possível observar na Figura 10 que plântulas de tangerina Sunki apresentaram aumentos 

de cinco e sete vezes na produção de etileno, seis e sete dias após a inoculação, respectivamente. 

Por outro lado, não foram verificadas diferenças na produção de etileno em plântulas de citrumelo 

Swingle inoculadas com P. nicotianae (P > 0,05).

Figura 10 - Produção de etileno em plântulas de citros inoculadas com Phytophthora nicotianae.  = Tangerina 
Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  = 
Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6).  * Indica diferença estatística 
a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey
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O papel do etileno nas relações planta-patógeno é complexo, pois ele pode ser requerido 

na resposta de defesa (KNOESTER et al., 1998; KNOESTER et al., 2001) ou pode estar 

envolvido no desenvolvimento de sintomas (BARMORE; BROWN, 1985; ORTUÑO et  al., 2008; 

GERAATS et al.,2003). Como não foram verificadas alterações na síntese de etileno em citrumelo 

Swingle, pode-se sugerir que esse fitohormônio não esta relacionado com a ativação de 

mecanismos de defesa dessas plantas contra P. nicotianae.

O etileno está envolvido na expressão de sintomas em citros atacado por diferentes 

patógenos, como Colletotrichum acutatum (LAHEY et al., 2004), D. natalensis (BARMORE; 

BROWN, 1985), A. alternata pv. citri (ORTUÑO et al., 2008), X. campestris pv. citri (DUTTA; 

BIGGS, 1991). Porém, esse hormônio esta relacionado com a resistência de frutos de laranja 

Navelate a P. digitatum (MARCOS; GONZÁLEZ-CANDELAS; ZACARÍAAS, 2005). Ele 

também é importante no desenvolvimento de sintomas causados por diferentes patógenos de 

raízes, como, V. albo-atrum em algodoeiro (WIESE; DeVAY, 1970), F. oxysporum em A. thaliana 

(BAE et al., 2006), Verticillium dahliae em cacaueiro (RESENDE; FLOOD, COOPER, 1996). No 

entanto também está envolvido na resistência de fumo e A. thaliana contra Pythium spp. 

(GERAATS, BAKKER, VAN LOON, 2002) e de trigo a Fusarium graminearum (LI; YEN, 

2008). 

Em interações Phytophthora spp. - plantas lenhosas, Manter, Kelsey e Karchesy (2007) 

verificaram que a elicitina purificada de Phytophthora ramorum induziu a síntese de etileno em 

rododendro (Rhododendron macrophyllum), Lithocarpus densiflorus e louro da Califórnia 

(Umbellularia californica). Além disso, P. citricola estimulou a produção de etileno em plantas de 

faia dois dias após a inoculação (PORTZ et al., 2007).

A Figura 6 mostra que o consumo da água e a transpiração de plântulas de tangerina Sunki 

inoculadas com P. nicotianae foram reduzidos a partir do quinto dia após a inoculação (P < 0,05). 

Por sua vez, a Figura 10 mostra que nessas plantas a produção de etileno aumentou a partir do 

sexto dia após a inoculação (P < 0,05), ou seja, um dia após o balanço hídrico ter sido alterado. É 

importante lembrar que em plantas sob estresse hídrico a produção de etileno é estimulada 

(BELTRANO; RONCO; MONTALDI, 1999; EL-BELTAGY; HALL, 1974). Ademais, os 

sintomas de estresse hídrico, como abscisão de folhas e flores, epinastia, redução do crescimento 

de brotos e aceleração da senescência, também são respostas típicas de plantas tratadas com 
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etileno, indicando que o estresse hídrico e a produção desse hormônio podem estar conectados 

(EL-BELTAGY; HALL, 1974). 

Com o uso de técnicas moleculares, Balaji et al. (2008) mostraram que o desenvolvimento 

de sintomas de murcha em plantas de tomate, causados por Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis, é dependente do aumento da produção de etileno nas plantas doentes. Resende et 

al. (1996) também verificaram que plântulas de cacau inoculadas com V. dahliae, isolado BA-3, 

apresentaram primeiramente redução na transpiração, condutância estomática, potencial de água 

da folha, seguido de aumento na produção de etileno. F. oxysporum f. sp. cubense também 

depende do etileno para produzir goma em xilema de plantas de mamona, que é responsável pelos 

sintomas de murcha (VANDERMOLEN et al., 1983). Dessa maneira, o desbalanço hídrico 

provocado por P. nicotianae em plântulas de tangerina Sunki, pode ter estimulado a produção de 

etileno.

2.3.5 Carboidratos

Não foram observadas alterações nas concentrações de açúcares redutores, não redutores e 

totais em folhas de porta-enxertos e de plântulas inoculados com P. nicotianae (P > 0,5) (Figuras 

11 e 12). Por outro lado, alterações no teor de açúcares foram mais evidentes nos sistemas 

radiculares. Porta-enxertos de citrumelo Swingle inoculados com P. nicotianae apresentaram 

redução na concentração de açúcares solúveis totais e de açúcares redutores três e cinco meses 

após a inoculação (P < 0,05). Por sua vez, P. nicotianae reduziu a concentração de açúcares totais 

em porta-enxertos de tangerina Sunki a partir do terceiro mês após a inoculação, bem como de 

açúcares redutores três e cinco meses após a inoculação, e de açúcares não redutores três, quatro, 

seis, oito e nove meses após a inoculação (P < 0,05) (Figura 11). 
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Figura 11 - Concentração de açúcares em porta-enxerto de citros inoculados com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  
= Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6). * Indica diferença 
estatística a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey

Por outro lado, raízes das plântulas não apresentaram alterações na concentração de 

açúcares durante o período estudado (P > 0,05) (Figura 12).
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Figura 12 - Concentração de açúcares em plântulas de citros inoculados com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  
= Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 9)

Por sua vez, análises em HPLC mostraram que P. nicotianae reduziu concentração de 

sacarose em raízes das plântulas de citrumelo Swingle inoculadas (P < 0,05), porém aumentou a 

concentração de glicose nesse tratamento quatro dias após a inoculação (P < 0,05) (Figura 13). 

Não foram detectadas diferenças nas concentrações de frutose e amido nas raízes (P > 0,5), bem 

como de glicose, frutose, sacarose e amido nas folhas das plântulas inoculadas em relação aos 

controles (P > 0,05) (Figura 13). 
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Figura 13 - Concentração de açúcares em plântulas de citros inoculados com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = citrumelo Swingle controle;  
= citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 9). * Indica diferença 
estatística a 5% pelo teste de Tukey
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Verificou-se variação sazonal na concentração de açúcares nos porta-enxertos (Figura 11). 

As folhas apresentaram menor teor de açúcares redutores entre julho e setembro de 2007, segundo 

e quarto meses após a inoculação, respectivamente. De maneira geral, os açúcares totais e os 

açúcares não redutores apresentaram menor concentração entre o segundo e quinto mês após a 

inoculação. Por sua vez, as raízes apresentaram redução no teor de açúcares totais, açúcares 

redutores e açúcares não redutores entre o terceiro e quinto meses após a inoculação (Figura 11). 

Esses baixos valores podem ser em função da baixa taxa fotossintética observada durante os 

meses de maio, junho e setembro (zero, primeiro e quarto meses após a inoculação, 

respectivamente) (Figura 5), que poderia ter sido insuficiente para suprir a demanda de 

carboidratos dos drenos.

Quanto às interações planta-patógeno estudadas, observa-se que o patógeno não causou 

alterações no teor de açúcares em folhas de citros. Além disso, raízes de porta-enxertos de 

tangerina Sunki apresentaram reduções mais severas de açúcares não redutores (Figura 11). É 

importante lembrar que a maioria dos açúcares redutores são representados pela glicose e frutose, 

dos açúcares não redutores pela sacarose e dos açúcares solúveis totais é pela soma desses três 

sacarídeos (RIBEIRO, 2006). Como P. nicotianae alterou mais severamente a concentração de 

açúcares não redutores presentes em raízes de porta-enxertos de tangerina Sunki, pode-se sugerir 

que esse patógeno consome preferencialmente açúcares não redutores, como a sacarose. De 

acordo com Hohl, 1983 apud Duncan, Graham e Timmer (1993), a sacarose, um açúcar cetônico, 

é uma das principais fontes de carbono em meio de cultura para o crescimento de P. nicotianae. 

Além disso, existe relação entre colonização de P. nicotianae em raízes de limão Rugoso e 

concentração de cetoses (sacarose e frutose), juntamente com umidade e temperatura do solo. 

Porém, não há correlação entre crescimento do patógeno e a concentração de açúcares redutores 

presentes em raízes daquele hospedeiro (DUNCAN; GRAHAM; TIMMER, 1993). 

Na Figura 11 também se observa que a concentração de açúcares redutores presente nas 

raízes dos porta-enxertos inoculados só foi menor do que nas raízes controle (P < 0,05) durante o 

período de maior consumo desses açúcares por parte dos porta-enxertos. Isso significa que 

aparentemente P. nicotianae só afeta as reservas de açúcares redutores em raízes de porta-enxertos 

de citros, quando existe grande demanda por parte de drenos, que são recuperadas quando essa 

demanda diminui.
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Análises em HPLC mostraram que P. nicotianae causou redução e aumento nas 

concentrações de sacarose e glicose, respectivamente, em raízes de plântulas de citrumelo Swingle 

(P < 0,05) (Figura 13), porém não foram observadas alterações desses açúcares em raízes de 

plântulas de tangerina Sunki (P > 0,05) (Figuras 13). 

X. fastidiosa provocou redução na concentração de amido e sacarose em folhas de 

laranjeira Pêra enxertada sobre limão Cravo 26 meses após a inoculação (GOMES et al., 2003), 

enquanto que Xanthomonas citri reduziu a concentração de açúcares solúveis totais em folhas de 

citros, porém a concentração de amido não foi afetada (PADMANABHAN apud DAS, 2003). 

Plantas de laranja Pêra enxertadas sobre limão Cravo afetadas pelo declínio apresentaram maior 

teor de açúcares solúveis totais no caule e nas raízes do que as plantas sadias (GUIMARÃES et 

al., 2003). Segundo os autores, o menor consumo de carbono por parte das plantas doentes deve 

ser o motivo dessas modificações. Candidatus Liberibacter asiaticus provocou a deposição de 

calose em floema de plantas de laranja doce (KIM et al., 2009; SCHNEIDER, 1968), que 

bloqueou o transporte de seiva e promoveu o acúmulo de amido e sacarose em folhas e caules de 

plantas doentes. Dirac, Menge e Madore (2003) estudaram a concentração de carboidratos em 

plântulas de citrange Troyer (resistente) inoculadas com a P. nicotianae e incubadas sob diferentes 

temperaturas. Foi verificado que a 16 oC, P. nicotianae não alterou o teor de sacarose nas raízes 

das plântulas, porém a 24 oC e a 30 oC o patógeno reduziu e aumentou, respectivamente, o teor 

desse dissacarídeo nas raízes das plântulas. P. nicotianae também reduziu os teores de amido, a  

30 oC e 24 oC, e de glicose em todas as temperaturas estudadas. Segundo esses mesmos autores, 

essas diferenças de consumo de açúcares por parte de P. nicotianae mantida sob diferentes 

temperaturas, podem ser decorrente de alterações na fisiologia da raiz, que alteraria a habilidade 

do patógeno em colonizar o sistema radicular do hospedeiro. Araujo (1998), por sua vez, verificou 

pequena variação na concentração de açúcares solúveis totais em folhas resistentes de suscetíveis 

microtangerinas dois meses após a infestação do solo com P. nicotianae. Vagens de cacau dos 

clones SNK 95 e SNK 413 (pouco suscetível) inoculadas com P. megakarya apresentaram menor 

redução na concentração de açúcares solúveis totais do que vagens do clone SNK 10 (altamente 

suscetível) (NDOUMOU; NDZOMO; DJOCGOUE, 1996). P. cinnamomi provocou menores 

alterações nas concentrações de glicose, sacarose e açúcares totais em radículas de plantas de 

abacateiro tolerante, cultivares Duke 7 e G6, do que na cultivar suscetível, Edratol, porém não 
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foram detectadas alterações nos teores de amido (TAS, 1999). P. citricola reduziu a concentração 

de sacarose em folhas de faia uma semana após a inoculação, porém o teor de amido não foi 

afetado pelo patógeno (FLEISCHMANN; WINKLER; OßWALD, 2009). Por sua vez, Clemenz et 

al. (2008) inocularam P. alni subsp. alni no colo de Alnus glutinosa e verificaram que o patógeno 

colonizou o córtex, inclusive o floema, o que impediu o transporte de seiva elaborada e provocou 

o acúmulo de amido nas folhas. 

Por sua vez, a Figura 13 mostra menores concentrações de sacarose nas raízes de citrumelo 

Swingle inoculado em relação ao controle sadio, evidenciando que esse dissacarídeo pode ter sido 

hidrolisado em glicose e frutose pela ação da invertase. Judelson, Tani e Narayan (2009) 

verificaram que folhas de tomateiro e tubérculos de batata suscetíveis apresentaram redução na 

concentração de sacarose 6 dias após a inoculação de P. infestans. As folhas de tomateiro 

infectadas também apresentaram aumentos nas concentrações de glicose e frutose. Porém, os 

tubérculos de batata doentes só apresentaram aumento no teor de frutose. Segundo Danièle, 

Dommes e Hausman (2003), caule de plantas de batata resistente e infectadas com P. infestans 

apresentou acúmulo de glicose, sacarose, ribose e manitol, porém não foram observadas 

alterações nas concentrações de açúcares na cultivar suscetível até o terceiro dia após a 

inoculação. De acordo com esses pesquisadores, o acúmulo de açúcares na cultivar resistente 

poderia inibir o crescimento do patógeno ou estaria relacionado com a produção de compostos 

tóxicos. Além disso, diversos trabalhos mostram que a invertase localizada na parede celular é 

importante na resposta de defesa de plantas a patógenos. De acordo com Judelson, Tani e Narayan 

(2009) a atividade da invertase foi induzida por P. infestans em tubérculos de batata e folhas de 

tomateiro suscetíveis. Plantas de fumo que superexpressavam o gene da invertase da parede 

celular eram mais resistentes ao PVY, além de apresentarem maior atividade de peroxidase e de 

fenilalanina amônia-liase (HERBERS et al., 1996). Outro experimento envolvendo plantas de 

fumo transgênicas mostrou que as mesmas eram mais resistentes a P. nicotianae (ESSMANN et 

al., 2008), onde a sacarose era quebrada no apoplasto e as hexoses liberadas eram absorvidas pelas 

células e eliciavam o acúmulo de H2O2 e de calose. 

No presente trabalho, a não detecção de aumentos na concentração de frutose em raízes de 

citrumelo Swingle inoculadas (P> 0,05) (Figura 13) poderia ser resultante da síntese de trioses, 

chamadas cestoses, a partir da frutose e sacarose (HANKIN; McINTYRE, 1977). Esse fato 
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também ajudaria a reduzir a concentração de sacarose nos tecidos dessas plântulas.

De acordo com Like et al. (2002), tubérculos de batata transgênicos, com menor atividade 

da proteína transportadora de ATP/ADP (AATP1) localizada na membrana de plastídios, 

apresentaram menor e maior concentrações de amido e de glicose, respectivamente, bem como 

eram mais resistentes a E. carotovora. Além disso, tubérculos e folhas de plantas de batata 

transgênicas, que tiveram o gene da AATP1 reprimido, também eram mais resistentes a Alternaria 

solani e P. infestans, respectivamente, do que a linhagem selvagem (CONRATH et  al., 2003). Nos 

dois trabalhos acima foi mostrado que as plantas transgênicas acumulavam maior quantidade de 

H2O2, bem como ativavam genes de defesa com maior intensidade do que as plantas da linhagem 

selvagem. Outros trabalhos também mostram que altas concentrações de glicose podem ativar 

genes de defesa de plantas, como proteínas relacionadas à patogênese (THIBAUD et al., 2004), 

fenilalanina amônia-liase (EHNESS et al., 1997) e calcona sintase (TSUKAYA et al., 1991). De 

acordo com Herbers et al. (1996) e Like et al. (2002), a ativação dos mecanismos de defesa devido 

a altas concentrações de açúcares é independente do ácido salicílico. Além disso, plantas 

transgênicas de batata, que superexpressavam o gene da glicose oxidase, apresentaram maior 

concentração de H2O2 em seus tecidos e também eram mais resistentes a P. infestans e a E. 

carotovora subsp. carotovora (WU et al., 1995). A carboidrato oxidase também inibiu o 

crescimento in vitro de vários patógenos, inclusive de P. infestans (CUSTERS et al, 2004).

Scharte, Schön e Weis (2005) mostraram a importância do metabolismo primário na 

resistência de plantas de fumo a P. nicotianae. A interação incompatível desse patossistema 

mostrou rápido acúmulo de H2O2, influxo de cálcio e formação de calose, bem como acúmulo de 

sacarose no apoplasto e aumento da atividade de invertase, seguida pela absorção da glicose e 

frutose liberadas pela quebra da sacarose, que proporcionaram aumento na respiração, redução na 

fotossíntese e ativação das vias da pentose fosfato e do ácido shikímico. 

Em vista do exposto acima, pode-se sugerir que a regulação do metabolismo de 

carboidratos pode estar relacionada com a resposta de defesa de citrumelo Swingle a P. 

nicotianae.

78



2.3.6 Proteínas

Foi verificado que P. nicotianae não alterou o teor de proteínas nas folhas e raízes das 

plantas de citros (P > 0,05), bem como não foi detectado variação sazonal na concentração de 

proteínas (Figura 14).

Figura 14 - Concentração de proteínas em plantas de citros inoculadas com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  
= Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6 - porta-enxertos; n = 9 - 
plântulas)

As proteínas são fontes de nitrogênio, carbono e enxofre para patógenos (MARZLUF, 

1997), bem como podem estar envolvidas no processo de defesa das plantas (SCHWAN-

ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Além disso, patógenos podem alterar a 

quantidade ou qualidade das proteínas presentes nas plantas. P. digitatum reduziu a concentração 

de proteínas totais em frutos de laranja Valência cinco dias após a inoculação (FAJARDO et al., 

1998). Plantas de laranja Pêra inoculadas com X. fastidiosa e com sintomas de clorose variegada 

79

Porta-enxertos Plântulas

RaízesRaízes

FolhasFolhas

Tempo (meses após a inoculação) Tempo (dias após a inoculação)

m
g 

g-1
 d

e 
te

ci
do

 fr
es

co

m
g 

g-1
 d

e 
te

ci
do

 se
co

m
g 

g-1
 d

e 
te

ci
do

 fr
es

co

m
g 

g-1
 d

e 
te

ci
do

 se
co

    0



dos citros (CVC), apresentaram menor concentração de proteínas totais na seiva do xilema e nas 

folhas do que as plantas controle, sendo que a composição protéica de aminoácidos de plantas 

também foi alterada pela bactéria (PURCINO et al., 2007). P. palmivora reduziu a concentração 

de proteínas totais em tangerinas Cleópatra e Sun Chu Cha, citrumelo Swingle, clone US-897 

(tangerina Cleópatra x P. trifoliata), citrange Carrizo, laranja doce Pineapple e laranja Azeda 

quatro semanas após a inoculação (ALBRECHT; BOWMAN, 2007). Vagens de diferentes clones 

de cacau acumularam aminoácidos dois dias após a inoculação com P. megakarya. Porém, esse 

acúmulo foi menor nos clones SNK 95 e SNK 413 (pouco suscetível) do que no clone SNK 10 

(altamente suscetível) (NDOUMOU; NDZOMO; DJOCGOUE, 1996). Segundo os autores, os 

clones SNK 95 e SNK 413 podem ter utilizado os aminoácidos para a síntese de compostos 

fenólicos ou de proteínas estruturais, como proteínas ricas em hidroxiprolina. Além disso, a 

concentração de proteínas nos frutos de castanheiras provenientes de árvores infectadas com P. 

cinnamomi foi maior do que em árvores sadias (GOMES-LARANJO et  al., 2004). Esse patógeno 

também proporcionou aumento na concentração de nitrogênio em raízes de plantas de abacate 40 

dias após a inoculação (STOLZY et al., 1967). De acordo com Valcu et  al. (2009), P. citricola não 

causou alteração na concentração de proteínas solúveis totais em folha e raízes de faia. Porém, 

análises em gel 2 D mostraram que o patógeno induziu a expressão de 99 proteínas nas folhas e 30 

nas raízes.

Os dados da literatura mostram que espécies de Phytophthora podem promover o 

aumento, redução ou não alterar a concentração de proteínas em tecidos de seus hospedeiros. De 

acordo com os resultados obtidos, não foi possível verificar alterações na concentração de 

proteínas totais em folhas e raízes de plantas de citrus inoculadas com P. nicotianae, porém 

variações qualitativas das proteínas podem ter ocorrido nos tecidos das planta infectadas.

2.3.7 Superóxido dismutase, catalase e guaiacol peroxidase

Foi verificado que P. nicotianae não alterou a atividade de superóxido dismutase e de 

catalase de raízes de plântulas de citrumelo Swingle e de tangerina Sunki (P > 0,05) (Figura 15).
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Figura 15 - Atividade de superóxido dismutase (SOD) e de catalase (CAT) em raízes de plântulas de citros inoculadas 
com Phytophthora nicotianae.  = tangerina Sunki controle;  = tangerina Sunki inoculada;  
= citrumelo Swingle controle;  = citrumelo Swingle inoculado.  Barras indicam a média ± erro padrão 
(n = 6)

Por sua vez, os porta-enxertos tiveram a atividade da guaiacol peroxidase alterada em 

função da inoculação de P. nicotianae (P < 0,05) (Figura 16). Raízes de tangerina Sunki 

inoculadas apresentaram a atividade dessa enzima cinco e duas vezes maior do que as plantas 

controle dois e três meses após a inoculação. Além disso, três meses após a inoculação, a 

atividade da guaiacol peroxidase em raízes inoculadas de citrumelo Swingle também foi duas 

vezes maior do que nas raízes controle. Análises em folhas mostraram que a atividade da guaiacol 

peroxidase em tangerina Sunki inoculada foi reduzida em 3,5 vezes um mês após a inoculação. 

Por outro lado, não foram verificadas alterações na atividade dessa enzima em plântulas de citros 

(Figura 16).
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Figura 16 - Atividade da guaiacol peroxidase em plantas de citros inoculadas com Phytophthora nicotianae.   = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  = 
Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6 - porta-enxertos; n = 9 - 
plântulas). * Indica diferença estatística a 5% e ** a 1% pelo teste de Tukey

As plantas possuem um sistema antioxidante para minimizar o efeito do estresse oxidativo 

e as enzimas superóxido dismutase, catalase e peroxidases são integrantes desse sistema (APEL; 

HIRT, 2004; SCANDALIOS, 2005). A SOD converte O2.- em H2O2 e O2 (SCANDALIOS, 2005). 

Diferentes trabalhos mostraram que a SOD esta envolvida na resposta de defesa de plantas. A 

atividade da SOD é estimulada mais rapidamente em interações batata - P. infestans incompatíveis 

do que em interações compatíveis (IVANOVA et al., 1991). P. colocasiae induz em proporção 

maior a atividade da SOD em cultivares resistentes de inhame (Jhankri, DP-25 e Duradim) do que 

em cultivar suscetível (N-118) (SAHOO et al., 2007).

A catalase é responsável pela remoção do H2O2 e a expressão da resistência de plantas 

pode requerer que a atividade dessa enzima seja alterada. Ballester, Lafuente e González-Candelas 

(2006) verificaram que a atividade da SOD permaneceu constante durante a colonização de frutos 

de laranja Navelina. Por outro lado, as atividades da CAT, ascorbato peroxidase e glutationa 
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redutase, que são removedoras de H2O2, foram afetadas negativamente pelo patógeno. Segundo 

esses autores, altas concentrações de H2O2 favoreceria a colonização desse patógeno necrotrófico. 

Procurando estudar alterações no metabolismo envolvido no estresse oxidativo, Ozeretskovskaya 

et al. (2006) induziram a resistência e a suscetibilidade em tubérculos de batata (cultivar Istrinskii) 

e inocularam P. infestans. De acordo com os resultados obtidos, os pesquisadores concluíram que 

durante a resposta de resistência, a atividade da SOD é induzida e altas concentrações de ácido 

salicílico inibem a atividade da CAT. Essas mudanças provocam aumento nos teores de H2O2, 

cujo acúmulo leva a ativação da cascata MAPK e, posteriormente, da expressão de genes de 

defesa presentes nos tubérculos.

Peroxidases são importantes nos processos de lignificação, deposição de suberina e 

oxidação de compostos fenólicos. A atividade dessa enzima além de ser alterada por patógenos 

(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008), também pode sofrer variações 

devido a estresses abióticos. Folhas de Amaranthus hypochondriacus, sob estresse hídrico, 

tiveram a atividade da ascorbato peroxidase reduzida (HUERTA-OCAMPO et al., 2009), 

enquanto que em folhas de álamo (Populus przewalskii), a falta de água provocou aumento na 

atividade da ascorbato peroxidase e da guaiacol peroxidase (LEI, 2008). O déficit hídrico também 

induziu aumento na atividade da ascorbato peroxidase em folhas, raízes e ramos de feijão-de-

corda (MANIVANNAN et al., 2007).

No presente trabalho, a inoculação foi realizada durante o inverno, que se caracteriza pela 

baixa temperatura e disponibilidade hídrica. Nessas condições foi verificado que P. nicotianae 

alterou a atividade de peroxidases em porta-enxertos de citros, porém, durante o verão não foram 

observadas diferenças na atividade dessa enzima. Portanto, as condições ambientais juntamente 

com P. nicotianae podem ter provocado alterações na atividade da peroxidase entre o primeiro e 

terceiro meses após a avaliação. 

Sahoo et al. (2007) estudaram diferentes cultivares de plantas de inhame com diferentes 

níveis de resistência a P. colocasiae. Foi verificado pelos autores que nas cultivares resistentes 

(DP-25 e Duradim) a atividade da guaiacol peroxidase aumentou em maior proporção em relação 

a cultivar suscetível (N-118). Ademais, a atividade da guaiacol peroxidase, em cacaueiro foi maior 

em plantas resistentes e inoculadas com P. palmivora do que em plantas controle 12 semanas após 

a inoculação (OKEY et al., 1997).
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Outros estudos envolvendo a ativação de peroxidases em interações citros - Phytophthora 

spp. foram conduzidos anteriormente. A atividade de peroxidases em porta-enxertos de citros com 

diferentes níveis de resistência a P. palmivora não foi alterada quatro semanas após a inoculação 

(ALBRECHT; BOWMAN, 2007). Araujo (1998) estudou a atividade de peroxidase em sete 

clones de microtangerina, com diferentes níveis de resistência a P. nicotianae, bem como de 

laranja Azeda (resistente) e de limão Cravo (suscetível). O autor verificou que o patógeno alterou 

a atividade dessa enzima apenas em folhas dos clones suscetíveis e que não foi verificada relação 

entre a maior atividade de peroxidase nas folhas e o nível de resistência das plantas a P. 

nicotianae. Teixeira (2005) analisou folhas e tecidos de caule adjacentes ao local de inoculação 

com P. nicotianae em tangerina Sunki e P. trifoliata e também não conseguiu detectar diferenças 

na expressão de genes relacionados com a peroxidase. 

Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a catalase, superóxido 

dismutase e guaiacol peroxidase não estão envolvidas no processo de defesa de citrumelo Swingle 

contra P. nicotianae.

2.3.8 Glucanases e quitinases

Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18, P. nicotianae não alterou a atividade de 

glucanases e de quitinases em plantas de tangerina Sunki e de citrumelo Swingle (P > 0,05).

Glucanases e quitinases são enzimas que hidrolisam polímeros de glucana e de quitina, 

respectivamente. Esses compostos estão presentes na parede celular de fungos (AGRIOS, 2005), 

porém, a parede celular de Phytophthora spp. não contém quitina (ERWIN; RIBEIRO, 1996).
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Figura 17 - Atividade de β-1,3-glucanases em plantas de citros inoculadas com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  
= Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n= 6 - porta-enxertos; n = 9 - 
plântulas)
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Figura 18 - Atividade de quitinases em porta-enxertos de citros inoculados com Phytophthora nicotianae.   = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  
= Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6)

Testes in vitro mostraram que quitinases não inibiram o crescimento de Phytophthora spp. 

(MAUCH; MAUCH-MANI; BOLLER, 1988; SCHÖDER et al., 1992), enquanto que glucanases 

inibiram P capsici, Phytophthora fragariae e P. cinnamomi (DOWNER; MENGE; POND, 2001; 

LIU et al., 2009; VALOIS et al., 1996), porém não apresentaram efeito sobre o crescimento de 

Phytophthora cactorum (MAUCH; MAUCH-MANI; BOLLER, 1988).

Vários trabalhos mostram que diferentes espécies de Phytophthora podem alterar a 

atividade dessas enzimas em plantas. Por exemplo, o clone resistente de seringueira RRII 105 

expressou mais intensamente o mRNA e apresentou maior atividade de β-1,3-glucanase do que o 

clone suscetível RRIM 600 48 h após a inoculação de Phytophthora meadii (THANSEEM; 

JOSEPH; THULASEEDHARAN, 2005). Plantas de pimentão, cultivar Hanbyul, foram 

inoculadas com o isolado S197, virulento, ou com o isolado CBS178.26, avirulento, de P. capsici. 
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O mRNA envolvido na expressão da classe II de quitinases foi expresso de modo mais rápido e 

intenso em brotos das plantas inoculadas com o isolado avirulento (LEE et al., 2000). Outros 

trabalhos mostraram que glucanases não estão envolvidas na defesa de citros a Phytophthora spp. 

Albrecht e Bowman (2007) mostraram que a atividade de β-1,3-glucanase em raízes de porta-

enxertos resistentes (híbrido US-897 e tangerinas Cleopatra e Sun Chu Cha) era menor do que a 

atividade de porta-enxertos suscetíveis (citrumelo Swingle, citrange Carrizo e doce Pineapple) 

quatro semanas pós a inoculação de P. palmivora. As folhas de plantas de tangerina Sun Chu Cha 

inoculadas apresentaram menor atividade dessa enzima. Ademais, citrumelo Swingle e híbrido 

US-897 apresentaram menor atividade de quitinases nas raízes e folhas, respectivamente, quatro 

semanas após a inoculação. Por outro lado, Teixeira (2005) demonstrou que a expressão de genes 

relacionados a glucanases foram expressos de maneira semelhante em P. trifoliata e tangerina 

Sunki nas áreas adjacentes a inoculação de P. nicotianae. Porém, esses genes foram expressos 

mais intensamente em folhas de tangerina Sunki 72 h após a inoculação. 

No presente trabalho verificou-se que as atividades de glucanases e de quitinases em raízes 

dos porta-enxertos foram maior durante o inverno (Figuras 17 e 18). Diversos trabalhos 

mostraram que a atividade e a transcrição do mRNA dessas enzimas são estimuladas pelo frio e/

ou pela seca. Gaudet et al. (2003) verificaram que o mRNA que expressa quitinase em folhas de 

trigo é transcrito principalmente durante o outono. Porém, a transcrição do mRNA que expressa 

glucanases é estimulada em resposta ao frio severo. Análises de extratos protéicos de brotos de 

mirtilo mostraram que quitinases acumulam durante o outono até o início do verão (KIKUCHI; 

MASUDA, 2009). De acordo com Yaish et al. (2006), β-1,3-glucanases evitam a formação de 

cristais de gelo em folhas de centeio, que podem causar danos as mesmas.

Folhas e ramos de pimentão que sofreram déficit hídrico acumularam mRNA, o qual 

expressa uma quitinase (HONG; HWANG, 2002). Finalmente, Gimeno et al. (2009) verificaram 

que tangerina Clemenules, enxertada sobre tangerina Cleopatra, teve os genes relacionados com 

quitinase e glucanase expressos em raízes e em folhas mantidas sob estresse hídrico.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as quitinases e as β-1,3-glucanases não 

estão envolvidas no processo de defesa de citrumelo Swingle contra P. nicotianae.
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2.3.8 Fenilalanina amônia-liase, polifenoloxidase, compostos fenólicos solúveis e lignina

P. nicotianae não causou alterações na atividade de fenilalanina amônia-liase de 

plantas de citros (Figura 19).

Figura 19 - Atividade de fenilalanina amônia-liase em plantas de citros inoculadas com Phytophthora nicotianae. 
 = Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle; 
 = Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6 - porta-enxertos; n = 9 

= plântulas)

Por sua vez, foi verificado que raízes de tangerina Sunki, inoculadas com P. nicotianae, 

apresentaram menor teor de fenóis totais do que as plantas controle, três meses após a inoculação 

(Figura 20). Porém, no oitavo mês após a inoculação, as raízes de tangerina Sunki inoculadas 

apresentaram maior concentração de compostos fenólicos do que as plantas controle. P. nicotianae 

não alterou a concentração de fenóis totais em citrumelo Swingle (Figura 20).
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Figura 20 - Concentração de fenóis totais em porta-enxertos de citros inoculados com Phytophthora nicotianae.  
= Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  
= Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6). * Indica diferença 
estatística a 5% pelo teste de Tukey

A atividade de polifenoloxidase foi menor (P < 0,05) em raízes de porta-enxertos de 

citrumelo Swingle inoculadas com P. nicotianae dois meses após a inoculação (Figura 21). Não 

foram observadas alteração na atividade dessa enzima presentes nas raízes e folhas das plântulas  

e nas folhas dos porta-enxertos ( P > 0,05) (Figura 21).
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Figura 21 - Atividade de polifenoloxidase em plantas de citros inoculadas com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  
= Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6 - porta-enxertos, n = 9 
plântulas). * Indica diferença estatística a 5% pelo teste de Tukey

Finalmente, P. nicotianae não alterou a concentração de lignina em raízes e folhas de 

citrumelo Swingle e tangerina Sunki (Figura 22).
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Figura 22 - Concentração de lignina em porta-enxertos de citros inoculados com Phytophthora nicotianae.  = 
Tangerina Sunki controle;  = Tangerina Sunki inoculada;  = Citrumelo Swingle controle;  = 
Citrumelo Swingle inoculado. Barras indicam a média ± erro padrão (n = 6)

A fenilalanina amônia-liase (FAL) é uma enzima chave na via dos fenilpropanóides 

(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008), principal rota responsável pela 

síntese de compostos fenólicos em plantas (TAIZ; ZEIGER, 2006). Diversos trabalhos mostram 

que existe correlação entre a atividade da FAL e o acúmulo de compostos fenólicos solúveis e de 

lignina. Ju et al. (1995) verificaram que a variação da atividade da FAL em frutos de maçã, 

durante o processo de amadurecimento, estava correlacionada com a concentração de compostos 

fenólicos simples presentes nos mesmos. Estudando 20 cultivares de tomate, Vanitha, Niraajana e 

Umesha (2009) verificaram que os genótipos resistentes a R. solanacearum apresentaram maior 

atividade de FAL e de polifenoloxidase (PFO) do que plantas suscetíveis, bem como acumularam 

mais compostos fenólicos. 
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No presente trabalho, foi observado que as atividades de FAL e de PFO foram maiores 

durante o verão, com exceção da atividade da FAL em amostras de raízes (Figuras 19 e 21). 

Outros pesquisadores também evidenciaram que as condições ambientais alteraram a atividade 

dessas enzimas. Segundo Rivero et al. (2001), a atividade da FAL em folhas de tomateiro foi 

maior em plantas mantidas a 35 oC do que a 25 oC, enquanto que análises da atividade da PFO 

mostraram resultados opostos. Esses autores também verificaram que folhas de plantas de 

melancia apresentaram maior atividade da FAL e da PFO em plantas incubadas a 15 oC e 35 oC, 

respectivamente. Zahra, Majid e Amin (2009) observaram maior atividade da PFO em botão floral 

de pistache na primavera quando comparado ao inverno. 

Além disso, plantas de tomate que tiveram a atividade da PFO reprimida foram mais 

resistentes a seca do que plantas que superexpressavam essa enzima ou do que a linhagem 

selvagem (THIPYAPONG et  al., 2004). Plantas de oliveira, mantidas sob estresse hídrico, 

apresentaram menor atividade da PAL do que as plantas controle (SOFO et al., 2005). Trabalhos 

envolvendo plantas de triticale e de milho mostraram que o estresse hídrico, dependendo da 

cultivar, podia tanto aumentar quanto diminuir a atividade da FAL nessas gramíneas (HURA et al., 

2007; HURA; HURA; GRZESIAK, 2008).

Ao contrário dos resultados obtidos no presente trabalho, vários pesquisadores verificaram 

que Phytophthora spp. pode alterar a atividade de PAL e de PFO, bem como a concentração de 

fenóis totais e de lignina.

Cahill e McComb (1992) verificaram que a inoculação de P. cinnamomi induzia a 

atividade da FAL, seguida por alterações nos níveis de fenóis e de lignina em raízes de Eucalyptus 

calophylla (resistente) mas não de Eucalyptus marginata (suscetível). Cahill et al. (1989) 

inocularam P. cinnamomi em diferentes espécies vegetais, sendo que estudos histológicos 

mostraram que a lignificação da parede celular, deposição de compostos fenólicos e formação de 

papila e calose foram encontradas mais freqüentemente nas espécies resistentes (E. calophylla, 

Eucalyptus maculata, Acacia pulchella, Gahnia radula, Juncus bufonius, Zea mays e Triticum 

aestivum) do que nas suscetíveis (E. marginata, Eucalyptus sieberi, Acacia melanoxylon, 

Themeda australis, Xanthorrhoea australis e Xanthorrhoea resinosa). Por sua vez, Okey  et al. 

(1997) verificaram que as atividades da PFO e FAL em cacaueiro foram maiores em plantas 

resistentes e inoculadas com P. palmivora do que em plantas controle, 12 semanas após a 
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inoculação. Além disso, Djocgoue et al .(2007) estudaram dois genótipos de cacaueiro, ICS84 e 

ICS95 (resistente e moderadamente resistente a P. megakarya, respectivamente), bem como as 

plantas oriundas dos cruzamentos entre essas cultivares. Os resultados mostraram uma relação 

negativa entre a evolução da necrose provocada pelo patógeno e o acúmulo de compostos 

fenólicos em folhas de cacaueiro. Análises qualitativas e quantitativas mostraram que cacaus 

inoculados com P. megakarya acumularam flavonóides, independentemente do nível de 

resistência. Porém, a concentração de compostos fenólicos solúveis totais no clone suscetível 

(SNK 10) foi 40% menor do que no clone resistente (SNK 413), quatro dias após a inoculação 

(NDOUMOU; NDZOMO; DJOCGOUE, 1996).

Compostos fenólicos estão presentes em maiores quantidades em pecíolos de plantas não 

infectadas de Hevea brasiliensis resistentes a P. meadii do que em pecíolo de genótipo suscetível. 

Análises qualitativas e quantitativas mostraram que concentrações de 3 mM de vanilina ou de 

umbeliferona, presentes apenas em cultivares resistentes, inibiram em 100% a germinação in vitro 

de zoósporos de P. meadii, bem como o crescimento micelial do patógeno em meio de cultivo. 

Além disso, a atividade da FAL era maior em plantas resistentes do que em plantas suscetíveis. 

Segundo os autores, essa enzima indica um possível envolvimento da lignina na resposta de 

defesa de seringueira a P. meadii, porém, a mesma também pode estar envolvida na síntese de 

vanilina (JAYASURIYA; WIJESUNDERA; DERANIYAGALA, 2003). 

A fitoalexina escoparona é acumulada apenas em genótipos resistentes (C. macrophylla, P. 

trifoliata, laranja Azeda) a P. citrophthora, bem como existe uma correlação entre o acúmulo 

desse composto em tronco de diferentes genótipos de citros e o comprimento da lesão provocada 

por P. citrophthora. O patógeno também foi inibido in vitro por escoparona, sendo a DL50 igual a 

97 µg mL-1 (AFEK; SZTEJNBERG, 1988). Por sua vez, Fourie (2004) verificou que diversos 

genótipos de citros resistentes (citrumelo Swingle, C. macrophylla, citrange Troyer e laranja 

Azeda) acumularam mais compostos fenólicos solúveis totais do que os suscetíveis (limão 

Volkameriano, citrange C35, limão Rugoso), 21 dias após a inoculação de P. nicotianae. Porém 

não foi verificada correlação entre a resistência das plantas e o acúmulo de escoparona. Albrecht e 

Bowman (2007) mostraram que a concentração de fenóis totais foi maior em raízes de genótipos 

de citros suscetíveis do que em genótipos resistentes a P. palmivora quatro semanas após a 

inoculação, o que mostrou que esses compostos não são importantes para a defesa de citros a P. 
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palmivora. Além disso, P. palmivora alterou a concentração de compostos fenólicos de maneira 

parecida nas folhas dos porta-enxertos estudados. Por sua vez, Teixeira (2005), demonstrou que a 

expressão de genes relacionados a FAL ocorreu mais rapidamente no caule, ao redor do ponto de 

inoculação e em folhas de P. trifoliata do que em tangerina Sunki após a inoculação de P. 

nicotianae. Por outro lado, Araujo (1998) verificou pouca diferença na concentração de 

compostos fenólicos em folhas de oito porta-enxertos de citros dois meses após a inoculação de P. 

nicotianae. Além disso, não foi observada correlação entre colonização de P. nicotianae em raízes 

de limão Rugoso e a concentração de lignina e de fenóis totais (DUNCAN; GRAHAM; 

TIMMER, 1993).

Em função dos resultados obtidos no presente trabalho, compostos fenólicos não estão 

envolvidos no processo de defesa de citrumelo Swingle contra P. nicotianae.
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3 CONCLUSÕES

Phytophthora nicotianae reduz o sistema radicular de tangerina Sunki, tendo como 

consequencia o comprometimento da troca gasosa e balanço hídrico e estimula a síntese de 

etileno.

P. nicotianae altera o metabolismo de carboidratos em raízes de plantas colonizadas pelo 

patógeno. Inicialmente, P. nicotianae altera as concentrações de sacarose e de glicose em raízes de 

citrumelo Swingle, porém, em seguida, o patógeno provoca reduções mais severas nas 

concentrações de açúcares não redutores e totais em raízes de tangerina Sunki.

Não foram verificadas alterações relevantes no metabolismo secundário em raízes de 

tangerina Sunki e de citrumelo Swingle, que ajudassem a compreender os mecanismos envolvidos 

na resistência de citrumelo Swingle a P. nicotianae.
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ANEXO A - Valores médios de temperatura do ar e precipitação em Piracicaba, SP, ocorridas 
durante o período de condução do experimento mantido sobre condições de campo. 
Dados disponíveis em: http://www.leb.esalq.usp.br/automatica/pagina5.html

Mês/Ano
Meses após 

a inoculação
Temperatura 
mínima (OC)

Temperatura 
média (OC)

Temperatura 
máxima (OC)

Chuva
(mm)

Maio/2007 0 12,6 18,5 25,4 55,7

Junho/2007 1 11,4 18,4 26,7 22,3

Julho/2007 2 10,8 17,0 24,5 160,7

Agosto/2007 3 11,9 19,5 27,9 0,0

Setembro/2007 4 15,3 22,7 30,7 1,9

Outubro/2007 5 17,4 24,0 31,7 87,2

Novembro/2007 6 17,3 22,2 28,5 120,5

Dezembro/2007 7 18,7 23,9 30,4 179,1

Janeiro/2008 8 18,7 22,6 28,4 406,7

Fevereiro/2008 9 19,1 23,5 30,2 131,5
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