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RESUMO

SANTOS, Juliano dos. Fitotoxinas de Fusarium solani associadas a liméo
Cravo com sintomas de morte subita dos citros. 2009. 53 p. Tese (Doutorado
em Agronomia/Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A morte subita dos citros (MSC) é uma doenca associada ao porta-
enxerto de citros, que afeta principalmente o limdo Cravo (Citrus limonia) e
limdo Volkamerino (Citrus volkameriana). Com sintomatologia semelhante a
tristeza, a doenca € restrita a regido Norte do Estado de Sao Paulo e ao triangulo
mineiro. Apesar de sua importancia econbmica, a etiologia ainda ndo é
esclarecida. No sistema radicular de plantas com MSC é possivel observar a
colonizacdo de fungos como Fusarium solani. O objetivo deste estudo foi
verificar o envolvimento de fitotoxinas produzidas por fungos do complexo F.
solani (FSSC) na producdo de sintomas da MSC. Fungos do FSSC associados a
raizes de porta-enxertos de citros aparentemente sadias e com sintomas de MSC
foram isolados e seus marcadores morfoldgicos determinados.. Isolados
selecionados com base na morfologia e producdo de pigmentos sollveis foram
cultivados em meio Czapek-Dox liquido e filtrados a vacuo. Os filtrados
demonstraram efeito fitotdxico em bioensaios com sementes de alface, folhas e
ramos destacados de limdo Cravo. Filtrados foram purificados por TLC e
submetidos a espectrofotometria a 304 nm para verificar a possivel produgédo
naftazarinas, pigmentos tdxicos que absorvem a este comprimento de onda. O
filtrado do isolado CML 1152 apresentou 13,7 pg.mL-1 de naftazarinas.
Filtrados supostamente produtores de naftazarinas aplicados em plantas de liméo
Cravo em sistema hidroponico causaram reducdo no crescimento, murcha, seca e
queda de folhas. Fluidos dos vasos condutores de plantas de citros foram
extraidos, purificados por TLC e submetidos a espectrofotometria. Nas raizes a
guantidade de naftazarinas ndo diferiu significativamente entre plantas
aparentemente sadias e plantas com sintomas. No caule a quantidade foi menor
em plantas assintomaéticas e aumentou até niveis intermediarios da doenca. Os
resultados aqui apresentados fornecem evidéncias para embasar a hipotese do
envolvimento das toxinas de F. solani no quadro de sindrome da morte subita
dos citros.

Palavras-chave: Haematonectria, doenga de planta, etiologia, fitotoxinas,
naftazarinas.

* Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning — UFLA (orientador), Mario Lucio
Vilela de Resende — UFLA.



ABSTRACT

SANTOS, Juliano dos. Fusarium solani phytotoxins associated with Rangpur
lime showing citrus sudden death symptoms. 2009. 53p. Thesis (Doctorate in
Agronomy/Plant Pathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

Citrus sudden death (CSD) is a plant disease associated with rootstock,
which especially affects Citrus limonia (Rangpur lime) and Citrus volkameriana
(Volkamerino lemon). With a symptomatology similar to tristeza disease, it is
limited to northern S&o Paulo State and Western Minas Gerais State. Despite its
economic importance, its etiology has not yet been elucidated. In the root system
of a CSD symptomatic tree it is possible to observe colonization with Fusarium
solani. The objective of this study was to verify if phytotoxins produced by
isolates of the Fusarium solani species complex (FSSC) could play a role in the
development of typical symptoms of CDS. Root-associated FSSC isolates were
obtained from both apparently healthy and diseased plants and their
morphological markers determined. Based on morphology and capacity for
production of soluble pigments, selected isolates were cultivated on liquid
Czapek-Dox culture medium and then filtered by vacuum. Culture filtrates
showed toxicity in biotests to lettuce seeds, as well as to Citrus limonia twig cuts
and leaves. Filtrates were also purified through TLC and submitted to
spectrophotometry at 304 nm, to verify production of naphthazarins, which are
phytotoxic pigments with absorbance at this wavelength. Culture filtrate of
isolate CML 1152 showed the presence of 13.7 pg.mL™ naphthazarins. Plants of
Rangpur lime were exposed to culture filtrates of putative naphthazarin
producers in hydroponic culture, where growth reduction, wilt, drying and leaf
fall could be observed. Xylem fluids were extracted, purified trough TLC and
submitted to spectrophotometry. In roots, naphthazarin contents from diseased
and apparently healthy plants were similar. In the shoot, these toxin contents
were lower in asymptomatic plants and increased up to intermediate disease
symptom stages. Methods tested on this survey could efficiently evaluate the
toxic effect of F. solani culture filtrates on citrus plants, especially in the
hydroponic system, which could be recommended for use in other systems
involving phytotoxins. The results obtained give enough evidence to
hypothesize the participation of F. solani-produced naphthazarins in the
development of citrus sudden death syndrome.

Key-Words: Haematonectria, plant disease, etiology, phytotoxins, naphtazarins.

! Guidance Committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Adviser), Mario Lucio
Vilela de Resende - UFLA.



CAPITULO 1

CITROS, MORTE SUBITA E Fusarium solani



1 INTRODUCAO

A morte subita dos citros (MSC), uma nova e destrutiva doenca
identificada em 2001, no municipio de Comendador Gomes (MG), encontra-se
hoje disseminada por municipios do sul do Tridngulo Mineiro e no norte e
noroeste do estado de S&o Paulo. A doenga causa o definhamento de plantas de
citros enxertadas em limdo Cravo (Citrus limonia Osb.) e representa uma
ameaga potencial a citricultura nacional. S&o afetadas todas as variedades
comerciais de laranja doce e tangerinas cravo e poncan enxertadas sobre o limao
Cravo, que representam cerca de 85% dos pomares paulistas e mineiros.

Estudos epidemiologicos forneceram indicios de que se trata de uma
doenca de origem bidtica (Bassanezi et al., 2003; Jesus Junior & Bassanezi,
2004). Desde entdo, esforcos tém sido feitos na tentativa de se elucidar seu
agente etiolégico. O padrdo de distribuicdo da doenca no campo fez com que
pesquisadores suspeitassem que o agente fosse uma variante do Citrus tristeza
virus (CTV). Em 2005, um novo virus foi relatado em plantas afetadas pela
MSC, denominado citrus sudden death-associated virus (CSDaV) (Maccheroni
et al., 2005). Porém, até o momento, hipbteses que levam a possibilidade de se
tratar de um virus ndo foram respondidas com éxito, ja que sintomas da doenca
néo foram reproduzidos inoculando-se esses organismos em plantas sadias.

Estudos preliminares sobre fungos associados a raizes e solo rizosférico
de plantas de citros com e sem sintomas de morte sUbita evidenciaram a
presenga constante de fungos do complexo Fusarium solani (Pfenning et al.,
2006). Em paises como a Africa do Sul e os Estados Unidos, uma sindrome
semelhante a morte subita foi alvo de intensivos estudos durante as Ultimas
décadas. Estes estudos evidenciaram a participacdo de fungos do tipo Fusarium
solani no desenvolvimento dos sintomas em plantas de citros por meio da

producdo de fitotoxinas do grupo naftarazinas.



Considerando-se que a MSC ainda ndo tem agente etioldgico conhecido,
que fungos do complexo F. solani sdo habitantes frequentes de solos de pomares
de citros e que estes fungos produzem toxinas capazes de causar sintomas em
plantas de citros nos Estados Unidos e na Africa do Sul, este trabalho foi
realizado com o objetivo principal de comprovar a participagdo das toxinas de F.
solani como um dos fatores de viruléncia ligados ao desenvolvimento dos

sintomas da morte subita dos citros.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A citricultura no Brasil

Citros compreendem um conjunto de laranjeiras doces e azedas,
limoeiros, tangerineiras, pomeleiros, etc., pertencentes aos géneros Citrus,
Poncirus e Fortunella, familia Rutaceae, originarias de regides tropicais do
continente asiatico, entre a India e o sudeste do Himalaia. Os citros podem ser
propagados por sementes, porém, esta propagacgao restringe-se a porta-enxertos
devido a ocorréncia de juvenilidade. A enxertia por borbulhas consiste no
sistema de propagacdo predominante para os citros, por apresentar uniformidade
na producdo e na qualidade dos frutos, precocidade na producdo, maior
facilidade na colheita e nos tratos culturais (Medina et al., 2008).

A citricultura merece importante destaque dentre as atividades agricolas
do Brasil, devido ao volume de producdo e a renda gerada ao pais. A citricultura
brasileira € a maior do mundo em numero de plantas e em importancia
econdmica, envolvendo milhares de empregos diretos e indiretos. A cadeia
produtiva movimenta mais de US$ 5 bilhdes por ano. Entretanto, a citricultura é
bastante wvulneravel a ocorréncia de epidemias, devido a alguns fatores
importantes, tais como: baixa diversidade genética de variedades, baixa
diversidade de porta-enxertos, continuidade temporal de plantas citricas e
continuidade espacial dos pomares (Zambolim & Bassanezi, 2006).

Limdo Cravo (Citrus limonia Osb.) é considerado o principal porta-
enxerto da citricultura brasileira, devido a sua caracteristica de tolerancia a seca,
j& que a maior parte dos plantios feitos no Brasil ndo é irrigada, dependendo
exclusivamente do regime pluviométrico, além de outras caracteristicas
consideradas positivas para a sua utilizacdo, como toleréncia ao virus da tristeza.
Porém, ndo ¢ tolerante a nematoides e € suscetivel a gomose. Para a morte sbita

dos citros, doenca de fundamental importancia em nossa citricultura, esse porta-



enxerto € considerado altamente suscetivel, sendo, na prética, sua maior
limitagdo. E um porta-enxerto utilizado em grande extensdo apenas na
citricultura brasileira, tendo espécies similares quanto ao seu comportamento na

Flérida, como o liméo rugoso (Pozzan, 2006).

2.2 Morte subita dos citros

A citricultura brasileira ressente-se de varios problemas de ordem
fitossanitaria, muitas vezes relacionados a qualidade da muda, os quais afetam a
produtividade e a longevidade dos pomares. Dentre esses varios problemas,
estdo incluidos gomose de Phytophthora, clorose variegada dos citros, declinio
dos citros e morte subita dos citros, uma doenca de etiologia desconhecida
(Medina et al., 2008).

A morte sibita dos citros (MSC), observada na regido sul do Triangulo
Mineiro e norte do estado de S&o Paulo desde 1999 e descrita pela primeira vez
no inicio de 2001, no municipio de Comendador Gomes, MG (Gimenes-
Fernandes & Bassanezi, 2001; Miller et al., 2002), é uma doenca cujo agente
etiologico ainda é desconhecido (Mdiller et al., 2002; Libanore et al., 2002;
Yamamoto et al., 2003; Jesus Junior et al., 2004).

A denominagdo morte subita do citros foi atribuida a doenca porque
todo o quadro sintomatoldgico pode ocorrer rapidamente, dependendo da época
do ano e da variedade (Centro de Citricultura Sylvio Moreira, 2001). Essa
rapidez é maior na primavera e em variedades tardias, como ‘Valéncia’ e *‘Natal’
(Zambolim & Bassanezi, 2006). Por afetar pomares de laranjeiras doces das
variedades ‘Hamlim’, ‘Péra’, “Valéncia’ e ‘Natal’ enxertadas sobre liméo
‘Cravo’, que representam 85% das plantas no estado de Séo Paulo (Bassanezi et
al., 2003), a MSC representa séria ameaga a citricultura brasileira.

As plantas afetadas pela MSC apresentam sintomas de definhamento

generalizado. Inicialmente, toda a copa da planta afetada apresenta folhas sem



brilho e de coloracdo verde palida, poucas brotacfes, auséncia de brotagdes
internas e queda de folhas. O sistema radicular apresenta poucas radicelas e
grande quantidade de raizes podres e mortas. Os tecidos internos da casca do
porta-enxerto abaixo da regido da enxertia apresentam coloracdo amarelada a
alaranjada, contrastando com a coloracdo creme dos tecidos da casca da copa
(Gimenes-Fernandes & Bassanezi, 2001). Estes tecidos do porta-enxerto abaixo
da zona de enxertia apresentam colapso e degradacdo dos tubos crivados,
superproducdo e degradacdo do floema, ocorrendo acimulo de floema nao
funcional e invaséo do cortex pelo floema velho e ndo funcional (Romén et al.,
2004; Bassanezi et al., 2005).

Quando ocorre acentuado desequilibrio entre a demanda de agua e sais
minerais pela copa e o suprimento fornecido pelo sistema radicular, comum em
plantas com alta carga de frutos, a planta entra em colapso e o quadro de morte
stbita é observado em poucas semanas apds 0 aparecimento dos primeiros
sintomas. Entretanto, na maioria dos casos, ocorre o declinio gradual das plantas
por até alguns anos, durante os quais sdo alternados periodos de declinio com
periodos de recuperacdo até que seja atingido um estado de equilibrio entre a
copa e o sistema radicular. Neste caso, as plantas afetadas se mantém vivas por
mais tempo, porém, sdo pouco produtivas (Bassanezi et al., 2003).

O tempo transcorrido entre o aparecimento dos primeiros sintomas
visiveis na planta e a sua morte varia de algumas semanas a mais de 12 meses,
dependendo da época do ano e da variedade. Na época de florescimento e no
inicio do periodo chuvoso, os sintomas aparecem com mais intensidade. O
nimero de Aarvores sintomaticas na area onde a doenca foi inicialmente
observada aumentou de 500, em 1999, para mais de quatro milhdes em fevereiro
de 2006, causando preocupacdo na industria citrica brasileira (Bassanezi et al.,
2003; Fundo de Defesa da Citricultura, FUNDECITRUS, 2007). Com o

aparecimento da morte subita dos citros (MSC), a diversificacdo de porta-



enxertos, o adensamento de plantio, a irrigacdo e o melhor preparo de solo estdo
sendo revistos. A subenxertia tem sido utilizada como uma das estratégias de
prevencdo da MSC. No entanto, sua eficiéncia depende da idade da planta, da
qualidade e do nimero de subenxertos por planta (Centro de Citricultura Sylvio
Moreira, 2004).

Como alteracBes no sistema vascular da plantas sdo caracteristicas da
morte sUbita, buscas por bactérias e fitoplasmas que colonizam o0s vasos da
planta foram realizadas, porém, sem sucesso (Miiller et al., 2002; Zambolim &
Bassanezi, 2006). Fatores abioticos, como alta temperatura, estresse nutricional
ou quimico, por acumulo de compostos nocivos ou, ainda, estresse hidrico
direto, devem ser vistos como fatores capazes de acelerar e/ou induzir o0s
sintomas da doenga, considerando os principais locais de sua ocorréncia. Mas, 0
fato de esses fatores de estresse serem comuns a todas as combinagGes
copa/porta-enxertos na regido, ndo estando restritos somente as combinagdes em
lim&o ‘Cravo’, enfraquece as hipoteses da origem abidtica da MSC (Miiler et al.,
2002).

Estudos epidemioldgicos e a comparacgdo dos dados sobre a distribuigdo
espacial e a andlise de focos com modelos ja conhecidos permitiram que
pesquisadores sugerissem um agente biotico na etiologia da morte subita, o qual
poderia ser uma variante do citrus tristeza virus (CTV) (Bassanezi et al., 2003;
Jesus Junior & Bassanezi, 2004). A constatagdo da transmissibilidade por
enxertia do amarelecimento interno da casca do porta-enxerto reforcou a
hipdtese do envolvimento de algum agente viral na etiologia da morte subita
(Roman et al., 2004), porém, os demais sintomas da doenca, incluindo a morte
da planta, ainda ndo foram relatados em experimentos utilizando esta técnica.
Maccheroni et al. (2005) chegaram a identificar um novo virus associado a
plantas com morte sUbita, denominado CSDaV (citrus sudden death associated

virus), mas os sintomas tipicos da doenca ndo foram reproduzidos por meio da



inoculacgdo deste virus em plantas sadias, ndo completando, assim, os postulados
de Koch, fato necessario para se comprovar o papel do organismo como agente
causador da doenga. Dessa forma, at¢é o momento, ndo ha nenhum patégeno
comprovadamente envolvido com a sintomatologia da MSC (Zambolim &
Bassanezi, 2006).

2.3 Fusarium solani Species Complex

Fusarium solani é uma espécie morfoldgica, ou seja, a determinacdo é
baseada apenas em caracteres morfolégicos de conidios e da coldnia. Nos
altimos anos, ficou evidente que se trata de um grupo de diversas espécies
biolégicas e filogenéticas, denominado atualmente Fusarium solani species
complex - FSSC (O’Donnell, 2000). Estes fungos sdo cosmopolitas, encontrados
em uma ampla gama de substratos. Sdo regularmente isolados de solos nos mais
diversos ambientes e considerados patdégenos de muitas espécies de plantas
cultivadas (Leslie & Summerell, 2006).

Em citros, F. solani é considerado patdgeno oportunista, causando
sintomas de podriddo nas raizes e cancros em troncos e ramos (Nemec et al.,
1989; Strauss & Labuschagne, 1995), mas pode ser consistentemente isolado da
rizosfera e raizes de plantas com sintomas de declinio dos citros (Janse van
Rensburg & Labuschagne, 1996). Inicialmente, os sintomas de podriddo
consistem em uma &rea escura na casca que, eventualmente, podera adquirir uma
aparéncia seca, rachada. A madeira abaixo desta lesdo estard seca e com uma
mancha castanho-cinzenta, podendo tornar-se ligeiramente parpura. A doenca
pode progredir por muitos anos, apresentando apenas um sintoma de murcha
leve em condicBes de seca. Porém, esta doenca pode alcancar a fase de morte
subita quando ocorrem repentinas murchas nas folhas, causando amarelecimento
e rapida morte da arvore. Este fenémeno é observado frequentemente em plantas

de citros sob condigdes de stress (Labuschagne et al., 1996).



2.4 Fusarium solani e fitotoxinas

Fitotoxinas sdo amplamente representadas por metabolitos secundarios
de baixo peso molecular capazes de desarranjar a atividade vital de células
vegetais ou causar a sua morte a baixas concentracBes. Fitotoxinas sdo
produzidas por diversos organismos (bactérias, plantas e alguns insetos
fitéfagos), no entanto, sdo os fungos, particularmente os fitopatogénicos, os
principais produtores de fitotoxinas (Berestetskiy, 2008). Sdo produtos de
patégenos microbianos que causam danos aos tecidos vegetais e que estdo
reconhecidamente envolvidos no desenvolvimento da doenca, sendo importantes
no estabelecimento do patdgeno no interior do hospedeiro e na manifestacdo dos
sintomas (Pascholati et al., 1998).

Fitotoxinas podem ser classificadas de acordo com a seletividade ao
hospedeiro em fitotoxinas seletivas ou especificas e fitotoxinas ndo seletivas ou
ndo especificas. Fitotoxinas seletivas mostram-se toxicas, em concentracdes
fisiologicas, somente as espécies de plantas ou de cultivares que servem de
hospedeiros do microrganismo produtor. Fitotoxinas ndo seletivas mostram-se
toxicas a vérias espécies de plantas, independentemente das mesmas serem ou
ndo hospedeiras do microrganismo toxigénico (Pascholati et al., 1998). Séo
consideradas como fatores de viruléncia ou determinantes secundarios de
patogenicidade, pois contribuem apenas para a severidade da doenga, ndo sendo
essenciais para a producao da mesma (Knogge, 1996).

Sob determinadas condicGes, fungos do FSSC podem produzir um
grande ndmero de naftoquinonas, substancias toxicas a plantas com
caracteristicas de pigmentos (Baker et al., 1981; Baker & Tatum, 1983). Estes
pigmentos sdo chamados naftazarinas e podem exercer importante papel na
sintomatologia de plantas de citros infectadas por F. solani (Janse van Rensburg

& Labushagne, 2001). Naftazarinas, tais como as isomarticinas e as fusarubinas,



podem causar sintomas caracteristicos, como clorose das nervuras, murcha de
folhas e entupimento dos vasos (Nemec et al., 1988). Existem relatos de pelo
menos onze tipos de naftazarinas produzidas por isolados de F. solani (Nemec,
1995).

2.5 Fusarium solani e citros

Fungos do complexo Fusarium solani sdo habitantes comuns de solos de
pomares de citros. Estes fungos sdo associados a uma doenga denominada dry
root rot ou sudden death, cujos sintomas iniciais sdo caracterizados por uma
area escura na casca das raizes que podem, eventualmente, ter uma aparéncia
ressecada e rachada. A doenca pode progredir por muitos anos com 0S mesmaos
sintomas, produzindo apenas leve murcha sob condicBGes de estresse hidrico.
Porém, quando a planta é submetida a condicBGes de estresse severo, tais como
alagamentos, baixa aeracdo do solo, excesso de fertilizantes nitrogenados,
deplecdo de amido nas raizes, dentre outros, a doenga pode progredir para o
estdgio de morte subita, no qual as folhas murcham e amarelecem
repentinamente e as plantas rapidamente morrem (Labuschagne et al., 1996;
Timmer et al., 2003).

Embora F. solani ndo seja considerado um patdgeno vascular, ele pode
invadir o xilema do caule de sistemas radiculares inoculados (Nemec et al.,
1989). Porém, a chave para a explicacdo dessa doenca pode estar na producdo
das naftazarinas, metabolitos toxicos a plantas que se deslocam para as folhas no
fluxo de agua, onde comprometem a fotossintese (Tatum et al., 1985; Nemec et
al., 1988; Nemec, 1995; Janse van Rensburg et al., 2001). A presenca das
fitotoxinas no sistema vascular de plantas de citros sugere que trocas de
substancias podem ocorrer, conduzindo estas toxinas do sitio de infeccdo até a

parte aérea da planta (Brlanski et al., 1984; Nemec, 1995).
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Outra sindrome que afeta a cultura dos citros, denominada citrus blight,
que causa declinio de planta no campo, foi exaustivamente estudada nas Gltimas
décadas. Muitos estudos foram dedicados a tentativa de se associar algum
patégeno aos sintomas da doenga, inclusive Fusarium solani. Estudos indicaram
que raizes de plantas sintomaéticas de citrus blight contém até onze vezes mais
naftazarinas que raizes de plantas sadias. A presenca de baixos niveis das
toxinas em raizes de plantas assintomaticas reforca a suspeita de que o patdégeno
poderia estar colonizando raizes de plantas aparentemente sadias, e que a
producdo poderia ser aumentada em condicdo de excesso de adubacdo ou
translocada com maior intensidade para a parte aérea em condi¢bes de
encharcamento (Baker & Tatum, 1983; Nemec et al., 1986; Nemec et al., 1988,
Nemec et al., 1989; Nemec et al., 1991; Nemec, 1995; Janse van Rensburg &
Labuschagne, 1996).

Apesar de indicios de que fitotoxinas de F. solani podem contribuir na
sintomatologia desta sindrome, estudos neste sentido ndo foram conclusivos e
até o momento nenhum agente causal ainda foi confirmado (Baker et al., 1981;
Lindbeck & Brlansky, 2000; Janse van Rensburg & Labushagne, 2001).
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RESUMO

A morte subita dos citros (MSC) é uma doenca associada ao porta-
enxerto de citros, que afeta principalmente o limdo Cravo (Citrus limonia) e
limdo Volkamerino (Citrus volkameriana). Com sintomatologia semelhante a
tristeza, a doenca € restrita a regido Norte do Estado de S&o Paulo e ao triangulo
mineiro. Apesar de sua importdncia econémica, a etiologia ainda ndo é
esclarecida. No sistema radicular de plantas com MSC é possivel observar a
colonizacdo de fungos como Fusarium solani. O objetivo deste estudo foi
verificar o envolvimento de fitotoxinas produzidas por fungos do complexo F.
solani (FSSC) na producéo de sintomas da MSC. Fungos do FSSC associados a
raizes de porta-enxertos de citros aparentemente sadias e com sintomas de MSC
foram isolados e seus marcadores morfolégicos determinados.. Isolados
selecionados com base na morfologia e producdo de pigmentos sollveis foram
cultivados em meio Czapek-Dox liquido e filtrados a vacuo. Os filtrados
demonstraram efeito fitotoxico em bioensaios com sementes de alface, folhas e
ramos destacados de limdo Cravo. Filtrados foram purificados por TLC e
submetidos a espectrofotometria a 304 nm para verificar a possivel produgdo
naftazarinas, pigmentos tdxicos que absorvem a este comprimento de onda. O
filtrado do isolado CML 1152 apresentou 13,7 pg.mL-1 de naftazarinas.
Filtrados supostamente produtores de naftazarinas aplicados em plantas de liméo
Cravo em sistema hidropdnico causaram reducéo no crescimento, murcha, seca e
queda de folhas. Fluidos dos vasos condutores de plantas de citros foram
extraidos, purificados por TLC e submetidos a espectrofotometria. Nas raizes a
guantidade de naftazarinas ndo diferiu significativamente entre plantas
aparentemente sadias e plantas com sintomas de MSC. No caule a quantidade
destas substancias foi menor em plantas assintomaticas e aumentou até niveis
intermediarios da doenca. Os resultados aqui apresentados fornecem evidéncias
para embasar a hipétese do envolvimento das toxinas de F. solani no quadro de
sindrome da morte subita dos citros. Os métodos testados neste trabalho
mostraram-se eficientes na avaliacdo do efeito toxico de filtrados de F. solani
em citros, destacando-se 0 método através do cultivo em sistema hidrop6nico,
cujos resultados permitem sugeri-lo para a utilizacdo em outros patossistemas
gue envolvem fitotoxinas.

Palavras-chave: Haematonectria, doenca de planta, etiologia, fitotoxinas,
naftazarinas.
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ABSTRACT

Citrus sudden death (CSD) is a plant disease associated with rootstock,
which especially affects Citrus limonia (Rangpur lime) and Citrus volkameriana
(Volkamerino lemon). With a symptomatology similar to tristeza disease, it is
limited to northern S&o Paulo State and Western Minas Gerais State. Despite its
economic importance, its etiology has not yet been elucidated. In the root system
of a CSD symptomatic tree it is possible to observe colonization with Fusarium
solani. The objective of this study was to verify if phytotoxins produced by
isolates of the Fusarium solani species complex (FSSC) could play a role in the
development of typical symptoms of CDS. Root-associated FSSC isolates were
obtained from both apparently healthy and diseased plants and their
morphological markers determined. Based on morphology and capacity for
production of soluble pigments, selected isolates were cultivated on liquid
Czapek-Dox culture medium and then filtered by vacuum. Culture filtrates
showed toxicity in biotests to lettuce seeds, as well as to Citrus limonia twig cuts
and leaves. Filtrates were also purified through TLC and submitted to
spectrophotometry at 304 nm, to verify production of naphthazarins, which are
phytotoxic pigments with absorbance at this wavelength. Culture filtrate of
isolate CML 1152 showed the presence of 13.7 pg.mL™ naphthazarins. Plants of
Rangpur lime were exposed to culture filtrates of putative naphthazarin
producers in hydroponic culture, where growth reduction, wilt, drying and leaf
fall could be observed. Xylem fluids were extracted, purified trough TLC and
submitted to spectrophotometry. In roots, naphthazarin contents from diseased
and apparently healthy plants were similar. In the shoot, these toxin contents
were lower in asymptomatic plants and increased up to intermediate disease
symptom stages. Methods tested on this survey could efficiently evaluate the
toxic effect of Fusarium solani culture filtrates on citrus plants, especially in the
hydroponic system, which could be recommended for use in other systems
involving phytotoxins. The results obtained give enough evidence to
hypothesize the participation of F. solani-produced naphthazarins in the
development of citrus sudden death syndrome.

Keywords: Haematonectria, plant disease, etiology, phytotoxins, naphthazarins.
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1 INTRODUCAO

A morte subita dos citros (MSC) foi registrada, pela primeira vez, em
2001 e é hoje uma das doencas mais graves e destrutivas dos citros no Brasil.
Embora seja restrita a alguns municipios do sul do Tridngulo Mineiro e do norte
do estado de S&o Paulo, foi responsavel, nestas regides, pelo declinio e a
erradicacdo de milhdes de arvores. A alta suscetibilidade de porta-enxertos
normalmente tolerantes ao estresse hidrico, como limdo Cravo e liméo-
volkameriano, tem obrigado a sua substituicdo por outros tolerantes a doenca,
porém, suscetiveis ao déficit hidrico, tipico das regifes de ocorréncia da doenca.
Isso tem aumentado a demanda por irrigacdo, representando aumento nos custos
de producdo (Gimenes-Fernandes & Bassanezi, 2001; Muller et al., 2002;
Bassanezi et al., 2003).

Estudos epidemioldgicos forneceram indicios de que se trata de uma
doenca de origem biética e, desde entdo, tem se tentado elucidar seu agente
etioldgico (Bassanezi et al., 2003; Jesus Junior & Bassanezi, 2004). O padrdo de
distribuicdo da doenca no campo forneceu indicios que o agente poderia ser o
citrus tristeza virus (CTV). Em 2005, foi caracterizado um novo virus, antes ndo
associado a citros e que teria mostrado correlagdo entre sua ocorréncia e 0s
sintomas de MSC (Maccheroni et al., 2005). Embora alguns sintomas de MSC,
particularmente o espessamento e o amarelecimento da regido cambial, possam
ser reproduzidos ap0s enxertia com borbulhas provenientes de plantas doentes,
ainda nao foi possivel confirmar a etiologia viral da doenca.

Na Africa do Sul e nos Estados Unidos, sindrome com caracteristicas
semelhantes & MSC, denominada dry root rot ou sudden death, foi estudada,
constatando-se a ocorréncia de fungos do complexo Fusarium solani (FSSC)
associados ao desenvolvimento dos sintomas. Estes fungos sdo habitantes

naturais de solo, particularmente em novas areas de plantio e podem, quando
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associados a condicBes recorrentes de estresse hidrico, ocasionar podriddes
radiculares nas plantas. Porém, a chave para o desenvolvimento dos sintomas
desta sindrome estd na producdo de substancias do grupo das naftoquinonas,
denominadas naftazarinas, que sdo tdxicas as plantas (Labuschagne et al., 1996;
Janse van Rensburg et al., 2001).

Durante estes estudos, foi demonstrado que filtrados culturais de F.
solani produzem efeito fitotoxico em citros cultivado em sistema hidrop6nico,
causando sintomas de murcha, clorose e entupimento dos vasos condutores.
Isolados de F. solani de citros na Flérida-EUA, em meio de cultura, produziram
pelo menos onze naftazarinas estruturalmente relacionadas, o que permitiu
inclusive o desenvolvimento de diagndstico soroldgico para a detecgdo das
toxinas nas plantas. Normalmente, estas toxinas seriam produzidas por F. solani
nas raizes sob condi¢bes de estresse e conduzidas até a parte aérea, onde
desencadeariam os sintomas de murcha e queda de folhas (Tatum et al., 1985;
Phelps et al., 1990; Nemec et al., 1991; Janse van Rensburg et al., 1996).

Embora possam n&o ser os agentes da doenca, fungos do complexo
Fusarium solani poderiam atuar no desenvolvimento da sindrome da morte
stbita dos citros. Fitotoxinas produzidas por fungos do FSSC poderiam ser um
destes fatores. Dessa forma, o trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
ocorréncia e a frequéncia de fungos do complexo Fusarium solani (FSSC)
associados a plantas de citros com e sem sintomas de morte subita e avaliar o
efeito fitotoxico de filtrados de culturas de F. solani em plantas de limdo Cravo,

sugerindo uma possivel correlacdo entre fitotoxinas e a doenca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento e caracteriza¢do morfologica de Fusarium solani

Solo rizosférico, radicelas e raizes de plantas de limdo Cravo (Citrus
limonia Osb.), assim como ramos da variedade copa (Valéncia, C. sinensis L.
Osbh.), com diferentes severidades de sintomas de MSC, foram coletados em
Colébmbia (SP) e em Comendador Gomes (MG). Como controle sem MSC,
foram coletadas amostras no Centro de Citricultura Sylvio Moreira, em
Cordeirdpolis, SP. Os niveis de sintomas estabelecidos para este trabalho foram:
a) nivel 1, sintomas iniciais em plantas com as folhas da copa sem o brilho e sem
a coloracdo verde-escura, caracteristicos de uma planta sadia e amarelecimento
interno da casca do porta-enxerto abaixo da zona de enxertia; b) nivel 2,
sintomas intermediarios, desfolha parcial da planta e poucas brota¢des internas,
além dos sintomas descritos para o nivel inicial e c¢) nivel 3, sintoma avangado
ou terminal com plantas com desfolha severa, poucas radicelas e grande
quantidade de raizes podres e mortas.

Amostras de solo rizosférico foram submetidas a trés lavagens
sucessivas com &gua esterilizada, por 10 minutos, sob agitacdo a 180 rpm e, em
seguida, passadas por peneiras com malhas em série decrescente de 1 a 0,2 mm.
Foram utilizados os fragmentos retidos na ultima peneira. Raizes e radicelas
foram lavadas, desinfestadas superficialmente e cortadas em segmentos
transversais, que foram plaqueados em meio de malte a 2% (MA2%) com 50 mg
L™ de sulfato de streptomicina (Sigma-Aldrich®) e 50 mg L™ de cloranfenicol
(Vetec®). A taxa de colonizagdo por F. solani foi calculada para cada tipo de

material e para cada nivel de sintoma, de acordo com a férmula:
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F = Nuoumero de fragmentos com crescimento fungico

Numero total de fragmentos plaqueados

Colénias com caracteristicas de F. solani foram identificadas e
transferidas para novas placas com MAZ2%. Cultivos monospéricos desses
isolados foram preservados em &agua destilada esterilizada e depositados na
Colecdo Micoldgica de Lavras (CML) (Tabela 1). Em meio BDA (batata
dextrose agar), apds sete dias de incubacdo no escuro, a 25°C, foram avaliados
taxa de crescimento micelial, pigmentacdo das colénias e formacdo do micélio
aéreo. Em meio SNA (spezieller naehrstoffarmer agar), apés 10 dias de
incubacdo a 20°C, sob fotoperiodo de 12 horas, foram avaliadas as
caracteristicas micromorfoldgicas, como coloragdo de esporodoquio, tamanho,
formato e septacdo de macro e microconidios, presenga de clamiddsporos, tipo

de fialides e ramificagdo de conidiéforos.

2.2 Producéo de filtrados de F. solani
Frascos com 100 mL de meio de cultura Czapek-Dox (CZ) liquido

foram inoculados com 5 mL de suspensdo de conidios de F. solani em &gua
5
destilada esterilizada ajustada a 10 conidios mL™ e incubados por 14 dias no
®
escuro, sem agitacao e, em seguida, filtrados com Whatman n° 1 e membranas

Millipore® de 0,22 pm, respectivamente. Os filtrados foram armazenados no
escuro a 4°C. Para avaliar o efeito da luz, da agitacdo e do tempo de incubacdo
nos cultivos de F. solani em meio CZ, o isolado CML 1152, cuja atividade
fitotoxica j& era previamente conhecida, foi submetido a trés diferentes tempos
de cultivo (7, 14 e 21 dias), duas condi¢bes de luminosidade (fotoperiodo 12
horas e escuro continuo) e dois tipos de incubacgdo (estacionaria e sob agitacdo

continua). Estes filtrados foram submetidos a testes em ramos destacados de
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lim&o Cravo (Citrus limonia Osb.). Como controles foram utilizados meio CZ,
agua destilada esterilizada e solucdo padrdo de naftazarina (1,4-dihidroxi-5,8-
naftoquinona, Sigma-Aldrich®) a 10 pg.mL-1, diluida em CZ. O experimento foi
realizado em esquema fatorial 3x2x2+3, em um delineamento inteiramente

casualisado com trés repeticoes.

2.3 Efeito tdxico de filtrados de F. solani na germinacdo de sementes de
alface

Testes de germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa) foram
realizados com duas folhas de papel de germinacdo (10,5 x 10,5 cm), dispostas
em caixas tipo Gerbox, embebidas com o filtrado a ser avaliado em quantidade
igual a 2,5 vezes a sua massa e secas em camara de fluxo laminar (Carvalho et
al., 2006). Depois de secas e reumedecidas com agua destilada esterilizada, 25
sementes foram dispostas uniformemente em cada caixa e incubadas a 25°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. Depois de trés dias, foram avaliados: nimero de
sementes ndo germinadas, plantulas sadias e plantulas com malformacdo da
radicula e/ou da parte aérea. Controles negativos foram meio CZ filtrado e 4gua
destilada esterilizada. Os controles positivos foram soluges padrdo de
naftazarina a 5 e 10 pg.mL-1. O experimento foi conduzido com quatro
repeticdes em delineamento inteiramente casualizado. Os resultados foram
submetidos & andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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2.4 Efeito toxico de filtrados de F. solani em folhas e ramos destacados de
limdo Cravo

Folhas destacadas de limdo Cravo passaram por desinfestacdo
superficial com alcool 70%, por 30 segundos, hipoclorito de sédio (NaClO) 2%,
por 1 minuto, sendo, em seguida, lavadas com agua destilada e secas ao ar. As
injecbes dos filtrados foram feitas com seringa em trés pontos distintos da
nervura central da folha e foram utilizadas trés folhas para cada filtrado.
Testemunhas foram folhas com aplicacdo de agua destilada esterilizada, folhas
com aplicacdo do meio de cultura CZ filtrado e folhas com o padrdo de
naftazarinas a 5, 10 e 50 ug mL™. As folhas foram incubadas em camara imida a
+25°C. Duas avaliacBes foram realizadas, aos 7 e aos 14 dias ap6s a aplicacéo,
guando se avaliou a formacdo de mancha necrética ao redor do ponto de
aplicacéo do filtrado.

Testes de toxicidade dos filtrados a ramos jovens de limdo Cravo com,
aproximadamente, 15 cm e 6 folhas, foram realizados em vidros de penicilina
com 5 mL de cada filtrado, de modo que a absor¢do deste filtrado ocorreu a
medida que ocorreu a transpiracdo da planta. O sistema foi montado em
delineamento inteiramente casualisado com trés repeticdes por filtrado e
avaliado ap06s sete dias sob fotoperiodo de 12 horas, a 25°C. Os controles foram
0s mesmos utilizados no experimento com folhas destacadas. O experimento foi
repetido trés vezes. Para expressar os resultados, foi desenvolvida uma escala de
severidade baseada em quatro diferentes niveis de efeito tdxico, em que se
estabeleceu 1 = auséncia de toxicidade, 2 = baixa toxicidade (murcha), 3 =
toxicidade moderada (amarelecimento e murcha) e 4 = alta toxicidade
(amarelecimento, seca e queda de folhas) (Figura 5). Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas utilizando-se o teste

de Scott-Knott, a 5% de significancia.
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2.5 Deteccdo e quantificacdo de naftazarinas nos filtrados de Fusarium
solani

Os filtrados aquosos de F. solani foram examinados por
espectrofotometria a 304 nm, em leitor de microplacas PowerWave XS
(BioTek®). A absorbancia neste comprimento de onda foi comparada com uma
curva-padrdo preparada com uma sequéncia de diluices do padrdo de
naftazarinas em diferentes concentracbes, ja& que todas as naftoquinonas
identificadas de F. solani absorvem nesse comprimento de onda (Baker &
Tatum, 1983). Como controle negativo utilizou-se meio de cultura CZ liquido,
cujo efeito foi descontado nas leituras dos tratamentos.

A purificacdo das naftazarinas presentes nos filtrados foi realizada por
cromatografia de camada delgada (TLC), conforme descrito por Baker et al.
(1981). Para isso, os filtrados foram extraidos trés vezes (V/V) com
diclorometano, evaporados em evaporador rotativo, dissolvidos em acetona e
fracionados por cromatrografia em placas de silica gel de 20x20 cm, utilizando-
se hexano-acetona-acido acético (150:50:4) como fase movel. As bandas foram
eluidas da silica-gel com acetona. Os extratos recuperados em acetona foram
secos em evaporador a vacuo, ressuspendidos em agua ultrapura até um volume
de 10 mL e submetidos a espectrofotometria de UV-Vis a 304 nm. O controle

negativo consistiu de agua ultrapura.

2.6 Deteccdo e quantificacdo de naftazarinas em plantas de citros
Fragmentos de raizes e caules de plantas de laranja ‘Valéncia’ sobre o
porta-enxerto liméo Cravo, coletados de plantas com sintomas de morte subita,
foram utilizados para a extracdo do fluido do xilema a partir da metodologia
adaptada de Guimardes et al. (2003). Os segmentos, com 10 cm de comprimento
e 1 a 2 cm de diametro, foram acoplados a um quitassato adaptado, acoplado a

uma bomba de vacuo (600 mmHg); 10 mL de etanol absoluto foram passados

26



pelos vasos lenhosos de cada amostra. Uma parte do extrato foi diluida dez
vezes. O material concentrado e o diluido foram imediatamente armazenados a -
20°C, para posterior andlise. O material extraido foi submetido a
espectrofotometria e as naftazarinas purificadas por TLC. Os eluatos purificados

foram submetidos a espectrofotometria de UV-Vis.

2.7 Efeito toxico de filtrados de F. solani em plantas de limdo Cravo em
sistema hidroponico

Isolados cujos filtrados apresentaram atividade fitotéxica e um isolado
supostamente ndo produtor de toxina nos experimentos anteriores foram
cultivados em meio CZ liquido por quatorze dias no escuro, sem agitacdo e
filtrados como descrito. Os filtrados foram aplicados em plantas de limdo Cravo
sadias por meio de sistema hidrop6nico em vasos plasticos de 5 L com pintura
metalizada.

Plantas foram obtidas de sementes germinadas em bandejas com
substrato Plantmax®, sendo o experimento montado 30 dias ap6s a germinacao.
Antes, porém, alguns fragmentos das raizes de cada planta foram retirados e
plaqueados em MA2%, para verificar a possivel presenca de fungos do tipo F.
solani nas plantas. Os filtrados foram misturados a solugdo nutritiva de
Hoagland a meia concentracdo (25:1000) e o sistema mantido em casa de
vegetacdo, por 60 dias, sob constante borbulhacdo (Janse van Rensburg &
Labushagne, 1996). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualisado, com cinco repeticdes de trés plantas, tendo cada tratamento
consistidfo de plantas submetidas a um filtrado de cada isolado de F. solani. Os
controles foram plantas em solucéo nutritiva com meio CZ e plantas em solucao
nutritiva sem a adicdo de filtrado. Os controles positivos foram plantas em
solucdo nutritiva com adi¢do do padrdo de naftazarinas, a 10 e 50 pg.mL-1.

Foram analisados: tamanho da raiz e da parte aérea, nimero de folhas, massa
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foliar e radicular fresca e seca. O experimento foi repetido duas vezes e a
anélises de variancia e os testes de comparacdo de médias foram realizados com

auxilio do programa Sisvar (Ferreira, 1998).
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TABELA 1 Isolados de Fusarium solani utilizados neste estudo

Nivel de

Isolado®  Origem? Hospedeiro sintoma® Morfotipo*  Pigmentacéo®
CML 1181 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 2 sip
CML 1182 CG-MG Hamlin/Cravo F1 1 Vermelho
CML 1137 Bar-SP Valéncia/Cledpatra ASS 3 sip
CML 1138 CG-MG Hamlin/Cravo F3 1 s/p
CML 1183 Bar-SP Valéncia/Swingle ASS 1 Vermelho
CML 1139 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 2 Rosa
CML 1184 CG-MG Valéncia/Cletpatra ASS 1 slp
CML 1140 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 2 s/p
CML 1141 CG-MG Hamlin/Cravo F1 2 sip
CML 1142 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 2 sip
CML 1143 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 1 sip
CML 1144 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 3 Marrom
CML 1145 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 2 s/p
CML 1146 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 2 s/p
CML 1147 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 1 Marrom
CML 1148 CG-MG Hamlin/Cravo F1 1 s/p
CML 1149 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 1 sip
CML 1150 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 2 sip
CML 1185 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 2 Marrom
CML 1151 CG-MG Hamlin/Cravo F1 2 sip
CML 1152 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 2 Vermelho
CML 1153 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 3 s/p
CML 1154 Cor-SP Valéncia/cravo ASS 1 s/p
CML 1155 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 1 s/p
CML 1156 Cor-SP Valéncia/cravo ASS 3 sip
CML 1157 Cor-SP Valéncia/cravo ASS 1 sip
CML 1158 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 3 Marrom
CML 1186 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 5 sip
CML 1159 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 5 s/p
CML 1187 CG-MG Hamlin/Cravo F1 3 Marrom
CML 1160 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 3 s/p
CML 1785 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 1 s/p
CML 1786 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 3 sip
CML 1787 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 3 sip
CML 1788 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 1 s/p
CML 1789 Bar-SP Valéncia/Cravo F1 3 sip
CML 1790 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 2 s/p
CML 1791 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 4 Marrom
CML 1792 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 3 s/p
CML 1793 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 4 s/p
CML 1794 Bar-SP Valéncia/Cravo ASS 1 s/p
CML 1795 Bar-SP Valéncia/Cravo ASS 2 sip
CML 1796 Bar-SP Valéncia/Cravo ASS 3 sip
CML 1797 Bar-SP Valéncia/Cravo ASS 4 s/p

...continua...
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TABELA 1, Cont.

CML 1798 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 2 Marrom
CML 1799 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 2 Marrom
CML 1800 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 3 slp
CML 1801 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 2 Vermelho
CML 1802 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 4 Vermelho
CML 1803 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 4 s/p
CML 1804 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 3 Vermelho
CML 1805 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 2 s/p
CML 1806 Bar-SP Valéncia/Cravo F3 3 slp
CML 1807 Bar-SP Valéncia/Cravo F2 4 slp
CML 1808 Lav-MG Cravo ASS 2 slp
CML 1809 Lav-MG Cravo ASS 2 s/p

! CML - Colegéo Micoldgica de Lavras.

2 Origem: Bar-SP = Barretos/SP, CG-MG = Comendador Gomes/MG, Cor-SP =
Cordeirdpolis/SP, Lav-MG = Lavras/MG.

¥ Nivel de sintoma da morte stibita dos citros: ASS — plantas assintométicas (candidatas
a sadia), F1 — sintomas iniciais da doenca, F2 — sintomas intermediarios da doenca, F3 —
sintomas avancgados da doenca (severa queda de folhas).

* Morfotipos: 1 - Conidiéforos ramificados e clamidésporos lisos, 2 - Conidi6foros
simples e clamiddsporos lisos, 3 - Conidi6foros simples, clamiddsporos lisos e rugosos,
4 - Conidioforos ramificados, clamiddsporos lisos e rugosos, 5 -Conidiéforos simples,
clamiddsporos ausentes, macroconidios ausentes, microconidios 0 e 1 septos apenas, tel.
Neocosmospora sp.

® Pigmentag&o em meio BDA. s/p — sem pigmentacao
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3 RESULTADOS

3.1 Frequéncia e caracterizacdo de isolados de F. solani

Isolados de F. solani foram obtidos de solo rizosférico, radicelas e raizes
de porta-enxertos de citros, inclusive de plantas assintomaticas sobre porta-
enxertos tolerantes a MSC. A maior frequéncia de F. solani foi observada em
radicelas (49%) do que em raizes (37%) ou no solo rizosférico (32%). Nao
houve diferenca na frequéncia de F. solani em plantas com sintomas tipicos de
MSC ou de plantas assintomaticas de areas proximas, nem de plantas sadias de
areas ndo afetadas pela doenca (Figura 1).

Os isolados apresentaram caracteristicas tipicas do FSSC, tais como:
col6nias com coloracdo branca a bege, monofialides em conidiéforos simples ou
ramificados, microconidios no micélio aéreo com zero a trés septos,
macroconidios do esporodéquio com trés a cinco septos e presenca de
clamidosporos. Alguns isolados produziram pigmentos em BDA que variaram
de marrom a vermelho (Tabela 1). A taxa de crescimento n&o diferiu
significativamente entre os isolados. A taxa média de crescimento de F. solani
dos citros foi de 10,65 mm dia™. Quatro morfotipos foram separados de acordo
com a variabilidade dos conidi6foros e clamidésporos. Os conidiéforos podem
ser simples ou ramificados e os clamid6sporos podem ter parede lisa ou rugosa.
Os clamiddsporos rugosos surgem a partir do décimo dia de incubagdo em SNA
e ndo tém nenhuma relagcdo com a idade da col6nia. Os isolados CML 1159 e
CML 1186 distinguiram-se dos demais por apresentar crescimento lento (8,6
mm dia™), auséncia de esporodéquios e macroconidios, e a formacdo da fase

sexuada apés trinta dias em SNA, identificada como Neocosmospora sp.
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FIGURA 1 Frequéncia (%) de Fusarium solani em solo rizosférico, raizes e
radicelas de plantas de citros com e sem sintomas de morte subita
em éareas afetadas pela doenca e de plantas sadias em &reas ndo
afetadas.

3.2 Efeito toxico de filtrados de F. solani

Houve uma interacdo significativa entre os efeitos da luminosidade e da
agitacdo no efeito téxico do filtrado CML 1152 em ramos de limdo Cravo
destacados. Porém, efeito toxico significativamente maior foi verificado nos
filtrados do fungo cultivado continuamente no escuro e sem agitacdo (Tabela 2).
Nessas condices, o efeito tdxico é mais acentuado nos cultivos com 14 dias em
meio CZ. Quando submetidos aos bioensaios, oito filtrados produziram necrose
em folhas destacadas. Destes, sete causaram reacdo em ramos destacados, com
destaque para o filtrado CML 1152, que causou amarelecimento, seca e queda de

folhas, ou seja, méxima toxicidade quando comparado aos demais (Tabela 3).
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3.3 Deteccdo e quantificacdo de naftazarinas nos filtrados de F. solani

A andlise dos filtrados em espectrofotdbmetro demonstrou ampla
variacdo na quantidade de naftoquinonas totais (Tabela 3). Foram selecionados
filtrados de trés isolados para o processo de extracdo com diclorometano e
purificacdo de naftazarinas por TLC: os isolados CML 1152 e CML 1158, por
apresentarem alta producdo de naftoquinonas, e CML 1141, por apresentar baixa
producdo de naftoquinonas, avaliada por espectrofotometria. A solugdo padrdo
de naftazarina foi aplicada diretamente na placa de TLC, com uma Unica banda
com fator de retencdo (Rf) de 0,45.

A cromatografia de camada delgada dos extratos de diclorometano CML
1158 e 1141 separou quatro bandas reveladas por luz UV. No extrato CML
1152, além destas, surgiu outra banda muito préxima aquela correspondente a
naftazarina padrdo. A porcdo da fase estacionaria contendo a banda
correspondente & solucdo de naftazarina (Rf=0,45) foi retirada e os possiveis
compostos foram recuperados com acetona em todos 0s extratos, mesmo quando
ndo houve a formacdo de uma banda visivel, bem como a banda exclusiva do
extrato CML 1152. Apos a purificagdo, a quantidade de naftazarinas do filtrado
CML 1152 foi de 13,7 ug.mL™ naftazarinas, quantidade bem menor quando
comparada a avaliagdo inicial de naftoquinonas totais dos filtrados aquosos. J&
nos filtrados CML 1158 e 1141 purificados ndo foi detectada a presenca destas

substancias toxicas (Tabela 4).
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TABELA 2 Efeito de filtrados de Fusarium solani (CML 1152) cultivado em
meio Czapek-Dox liquido, a 25°C, sob diferentes condicBes de
luminosidade e agitacdo sobre ramos destacados de limdo Cravo

% LUMINOSIDADE
AGITAGAC Escuro Fotoperiodo 12h
Agitacdo constante 2,11*b A 1,00b B
Sem agitacao 3,55 a A 155aB

* médias de notas de niveis de toxicidade em ramos destacados de citros, sendo 1 =
auséncia de toxicidade, 2 = baixa toxicidade (murcha), 3 = toxicidade moderada
(amarelecimento e murcha), 4 = alta toxicidade (amarelecimento, seca e queda de
folhas). Médias seguidas pela mesma letra minGsculas nas colunas e maidscula nas
linhas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
significancia.
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TABELA 3 Efeito tdxico de filtrados de Fusarium solani com 14 dias de cultivo em meio Czapek-Dox e quantificacdo de
naftoquinonas

Citros Alface u .
Isolado - Plantas Colgragao do Naftoqumonas
Folhas A Ramos & G% © Plantula (cm)®° normais € filtrado totais (pg.mL-1)
CML 1139 + 20c 96 42,2d 250a Sem coloracéo 453 f
CML 1147 + 1,3d 94 46,2 ¢ 240a Marrom claro 118,8d
CML 1152 + 40a 96 26,5h 19,7 ¢ Vermelho 417,7a
CML 1156 + 1,0d 96 26,7 h 250a Sem coloragéo 187,3¢c
CML 1158 + 16¢c 92 17,4 k 24.0a Marrom claro 2746 b
CML 1160 + 1,3d 96 36,0e 225b Sem coloracdo 731e
CML 1182 + 16¢c 98 25,71 250a Sem coloracdo 20,89
CML 1183 + 26b 100 2899 250a Vermelho claro 266,3 b
'\éal‘:t;ﬂﬂa N 20¢ 100 492 b 250a ] )
Naftazarina
10 ug.mL" + 3,0b 90 32,2 f 25,0a - -
Naftazarina 33a ) ) ) ) )
50 ug.mL™* + :
Czapeck-Dox - 1,0d 96 55,2 a 250a Sem coloracédo -
Coef. Variagdo 17,3% - 3,3% 3,9% - 7,3%

A. Folhas destacadas de limdo Cravo: (+) mancha necroética ao redor do ponto de inoculagdo; B. ramos de lim&o-ravo com 6 folhas, 1
= auséncia de toxicidade, 2 = baixa toxicidade (murcha), 3 = toxicidade moderada (amarelecimento e murcha), 4 = alta toxicidade
(amarelecimento, seca e queda de folhas); C. percentual de germinacdo de sementes de alface; D. tamanho de plantulas sadias; E.
nimero médio de plantas normais por repeticdo. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.



TABELA 4 Espectrofotometria dos filtrados antes e apds a purificacio de

naftazarinas por cromatografia de camada delgada (TLC).

Ap0s purificagéo por

Nao purificado TLC

Filtrado Naftoquinonas totais
Naftazarinas (pg.mL-1
(Lg.mL-1) (Mg )
CML 1152 417,6 13,7
CML 1158 2746 0,0
CML 1141 13,8 0,0

3.4 Deteccéo e quantificacdo de naftazarinas em plantas de citros

Os fluidos extraidos dos vasos condutores das plantas laranja Valéncia
sobre limdo Cravo submetidos a espectrofotometria a 304 nm apresentaram forte
absorbancia nesse comprimento de onda, mesmo depois de diluidos a décima
parte (Figura 2). A concentragdo dessas substancias nas raizes foi sempre maior
que no caule. Comparando-se os diferentes niveis de sintomas, verificou-se que,
nas raizes, estas substancias se mantém em um mesmo nivel, inclusive em
plantas aparentemente sadias, com excec¢do das plantas com sintomatol