
UM MARCADOR FLUORESCENfE ExrRAfDo DE POMEIEIROS (Citrus paradisi Mact) E
LARAN.íEIRAS (C. sine nsis Osb.)AI'ET ADOS PELA SOROSE TIPO-BAlDA1

Termospara indexação: Pomelo, laranja, doenças, cromatografia.

O. NlCKEL2

RESUMO - Um marcador bioqurmic:o de plantas oom sorose tBA (tipo Bahia) foi deIedado por cromatografia de
camadadelgada de géis de snica. A substância, fluorescente sob inc:idência de luz ulbaviolela de onda curta, nio
iIiobservada em plantas sadias, microenxertadas ou portadoras de oub'as doenças de nalureza viraI como sorose
A. concordiose, xiloporose, tristeza e o vir6ide da exooorte. Os resultados obtidos ai! o momento indicam que o
pomeIeiro'Marsh Seedless' e a laranjeira 'Pera' afetados sintetizam essa subsdncia, formando, no perfil croma-
*'IIrfiico,uma mancha azul intensamente fluorescente com Rf de 0,55. Dos tecidos submetidos ao esIUdo - fo-
lias,.casca de frutos, casca de "tronoos oom lesões. casca de tronoos sadios e radicelas - os dltimos deram os me-
lhores resultados. Diante da inexistência de uma espécie indicadora para sorose tBA, esse marcador fluorescente
IOIIVUrte-seno primeiro importante insbumento de identificação de plantas afetadas pela SOIOS8 tBA.

A FLUORESCENT MARKER EXTRACTED FROM GRAPEFRUrr (Citrus paradisi MadJ
AND ORANGE PlANTS (Citrus sinensis Osb.) AFFECTED BY BAHIA-TYPE .PSOROSIS

Indexterms: Grapefruit,. orange, disease, chromatography.

SUMMARY- A biochemical marter has been found in planls affecIed by psorosis tBA (Bahia-type) by means of
"in layer chromatography on silica gels. The subs1anc:e is fluorescent under incident ulbaviolet light it has been
observedneither in tissues of healthy, micrografted plams,. nor in plants canying other vira! disease agen1s sueli
aspsorosis A, ooncordiosis, xyloporosis, tristeza or the exooortis viroid of citrus. Resulls oblained so far indicale
Ihat affec:ted'Marsh Seedless' grapefruit as well as 'Pera' sweet orange plan1s syntItesIze Ihis subs1ance, which
producesa large, bright blue fluorescent spot in lhe chromatographic profile at Rf 0.55. t.eaves. fruit rind, trunk
1xIrt. and rootlets were analysed; the last was best suited for exb'acIion of the marter subs1ance. Due to the lack of
11I indicator plant species for psorosis tBA Ihis fluorescent marter becomes lhe first important tool for the
jlentificalion of affected plants.

INTRODUÇÃO

A sorose tBA (tipo Bahia) é uma dis-
função de pornelos, tangerinas e laranjas
doces,de natureza etiológica ainda desco-
nhecida, que guarda certa semelhança ma-
croe microssintomática com a clássica so-
roseA. Em ambas doenças, observa-se a
destruição do xilema e floema (NICKEL &
COSTA, 1990). A sorose A foi descrita co-
mosendo de natureza transrnisslvel e pro-
vavelmente causada por vírus (FAWCETT,
1933).Entretanto, enquanto a sorose A é
facilmente transmitida por enxertia de te-
cidos, diversas tentativas de transmitir a
sorosetBA via borbulhas têm produzido

resultados negativos, erráticos ou ih-
conclusivos (NICKEL, 1989). Essa caracte-

rlstica da doença, assim como ausência de
sintomas foliares em plantas afetadas por
sorose tBA em campo ou experimental-
mente inoculadas, são os parâmetros dife-
renciadores entre as duas doenças.

Devido às diflculdades de caracterizar
a infecciosidade da sorose tBA e em face
da necessidade de um instrumento de
identificação de plantas afetadas, conside-
rou-se o estudo de alterações metabólicas
induzidas pela presença de um eventual
agente viral (FELDMAN, 1969). FELDMA~
& HANKS (1968) constataram teotes de fe-
nóis livres nas ralzes de plantas com exo-
corte três vezes superiores às sadias;
JARDENY et allii (1965) e MONSELlSE &
GOREN (1965) encontraram significativos
aumentos de fenóis em plantas de
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tangerina e laranjas doces, infectadas, res-
pectivamente, com xiloporose e sorose A.
SCHWARZ (1968) detectou metab61itos fe-
n6licos no albedo de frutos, posteriormen-
te sugeridos para a indexação de "gree-
ning" e da exocorte, por meio de cromato-
grafia de camada delgàda em géis de sflica.

O presente estudo foi iniciado basea-
do em evidências experimentais de que al-
terações do metabolismo fen61ico em plan-
tas afetadas por vírus são passíveis de ex-
ploração como instrumento diagn6stico. O
objetivo era encontrar uma substância
marcadora característica de tecidos afeta-
dos pela sorose tBA a ser usada como in-
dexador. Os resultados aqui apresentados
são preliminares; estudos envolvendo ou-
tras espécies e variedades encontram-se
em execução.

MATERIAL E MÉTODOS

Folhas, casca de frutos, casca de
troncos com lesões, casca de troncos sa-
dios e radicelas de pomeleiros 'Marsh See-
dless' e de laranjeiras 'Pera' de cerca de
dez anos de idade, fortemente afetados
pela sorose tBA, foram estudados. Como
controles positivos, foram utilizados limão
'Galego' portador de um isolado do vírus
da Tristeza dos citros (CTV BA B5), coleta-
do na região de Cruz das Aimas-BA, por
meio de plantas-armadilha; laranja 'Pera'
com o isolado de Tristeza 1743-82, IAC;
laranja 'do Céu' com sorose A; limão 'Ga-
lego' com c..oncordiose ("sorose transmis-
sível") da Província de Entre Rios, Argen-
tina (infecção mista com CTV); laranja
'Parson Special' com xiloporose, e laranja
'Navelina' com exocorte (CEV). O pomelei-
ro 'Duncan' microenxertado e o limão
'Galego' produzido de sementes e indexa-
do CTV-negativo com ELlSA, foram usa-
dos como controles nagativos.

O material foi lavado com água des-
tilada, picado em tiras de 1 mrn de largura
e as amostras de 2 g foram submetidas à
extração Em aparelho de Soxhlet com 40
ml de etanol 95% a 90 V durante uma a
quatro horas. Os extratos foram conserva-
dos a 40C durante a execução do estudo.

As crcmatoplacas foram preparadas
de acordo com o método de MAY (1965),
ligeiramente alterado, com sílica 60 G

misturada com água destilada na pro-
porção 1:2 (p:v) com espessura de 300 }.1m;
a ativação das plantas foi feita a 400C du-
rante doze horas (à noite). Três mlcrolitros
de extrato/amostra foram submetidos a
corridas em fase líquida de clorofórmio:
metanol (97:3) durante tempo padrão de
quinze minutos. Após a secagem, as ban-
das e manchas foram visualizadas com luz
ultravioleta incidente de 254 nm, fotogra-
fadas (filme ASA 3000), circundadas com
agulhas histológicas e mapeadas em papel
celofane para arquivo. O Rf das manchase
bandas observadas foi calculado como a
média das corridas realizadas com a mes-
ma mistura de solventes, erroum dia, com
um único grupo de placas. A área das
manchas foi medida com um medidor de
área foliar.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foi detectada em radicelas de pome-
leiros afetados pela sorose tBA (tipo Ba-
hia) uma substância de cor azul-claro, in-
tensamente fluorescente sob luz ultraviole-
ta de onda curta incidente que, no perfil
cromatográfico, forma manchas grandes e
marcantes com Rf de 0,55. As mesmas es-
tão ausentes em extratos de pomeleiros
sadios e em tecidos infectados com o vírus
da sorose A (Figura 1 e Tabela 1), principal
parâmetro de comparação, pela semelhan-
ça de sintomas externos em troncos de
plantas afetadas.

A mancha produzida pelo extrato de
sorose .A geralmente migra à frente da-
quela da sorose tBA, tem cor verde-claro e
é menor que esta última (Tabela 1). Man-
chas semelhantes àquela de sorose tBA es-
tão ausentes em tecidos com outras viro-
ses, comuns em citros no continente, como
a tristeza, xiloporbse, concordiose ou o vi-
r6ide da exocorte. Como se observa na Fi-
gura 1, todos esses agentes produzem uma
mancha aparentemente típica do gênero
Citrus, de cor violeta, de pouca intensida-
de, que migra próxima ao marcador de so-
rose tBA; a mesma classificação devem re-
ceber a.s manchas 2, 3 e 4 e 5 produzidas
na parte inferior das placas nas amostras
de radicelas, sadias ou enfermas (Figura
1).
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RG. 1 - Perfil cromaIDgráfico de exInIIos alcoólicos de radicelas de Citrus spp. com sorose tBA (1 =
pomelo 'Manh Seedless") e outras doenças: 2 = laranja 'do CáJ' com sorose A; 3 = pomelo mi-
c:roenxertado. sadio; 4 = laranja 'Navelina' com CEV; 5 = laranja 'Parson Spedal' com xiloporo-
se; 6 = limio 'Galego' com concordiose; 7 = limio· ~alego' com ClV BA B5. Fotografia com
UV de 254 nm. filnie ASA 3OOQ.

TABELA 1 - Valores de Rfs de tecidos com sorose A e sorose tOA, obtidos por cromato-
grafia de camada delgada em géis de sltlca de extratos alcoólicos de radice-
Ias.

Variedadel Número de Rf Área da mancha
espécie corridas médio Variação* (cm2)

1. Pomelo 'Marsh
Seedless' com
sorose tBA 41 0.55 C.V.{%) 3.6 1.12

I.C. :!"0.01
2.Laranja 'do Céu'

com sorose A 42 0.59 C.V.{%) 5.1 0.81
I.C.:!"0.01

'Nlvel de probabilidade de 5%.
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Dos tecidos submetidos à análise,
destacam-se as radicelas seguidas das cas-
cas de troncos com lesões e folhas, ambas
apresentando manchas caracterfsticas, de
cor violeta, caracterizadas pelo seu peque-
no tamanho e fluorescência reduzida, que
dificulta sua visualização (Figura 2).

Observou-se que os pomeleiros com
sorose tBA e microenxertados formam
manchas com Rfs muito próximos; grande
número de corridas preliminares para ajus-
tedos solventes indicam, entretanto, que
as médias do Rf de pomeleiros sadios mos-
tram (nessas manchas de migração rápida)
tendência a situar-se ligeiramente acima
do pomelo com sorose tBA, embora esta
diferença não seja significativa. Isso, toda-
via, não representa dificuldadé para a uti-
lização do marcador, visto que entre as
manchas, as diferenças de cor, intensidade
e tamanho são evidentes; geralmente, a
mancha de migração rápida de tecidos sa-
dios é quase invislvel ou falta completa ..
mente.

O resultado obtido com os primeiros
extratos de laranjeiras doces, variedade
Pera, é similar ao dos pomeleiros; as
amostras microenxertadas encontram-se
livres de quaisquer manchas ou estas são
apenas tênues. O tecido de radicelas com
sorose tBA de laranjeira 'Pera' produz o
mesmo marcador fluorescente dos pome-
leiros, também distinto em cor, tamanho e
velocidade de migração das amostras com
sorose A e Tristeza (Figura 3).

Sempre que tecidos vegetais são
submetidos a uma extração aquosa ou com
solventes orgânicos e processados por
cromatografia de papel ou sílica, pode-se
observar várias bandas fluorescentes. A
descoberta do marcador 1G, utilizado para
detectar infecções latentes de "greening"
em vivei ros, baseou-se neste princfpio
(SCHWARZ, 1968); c marcador, um gli-
cosídeo fenólicó (FELDMAN & HANKS,
1968), permitiu a corrparação do 1G com
marcadores fluorescentes de doenças viró-
ticas similares.

A substância fluorescente isolada no
presente estudo, não tendo sido ainda
identificada, não permite comparações; é
muito provável, entretanto, tratar-se de um
composto fenólico, considerando-se o

método de extração alcoólica utilizado
(FELDMAN & HANKS, 1965). A acumula-
ção de compostos fenóllcos totais ou alte-
rações na sua composição (mudanças no
teor de fenóis individuais) como reação
a infecçõ s virais ou em reações de hlper-
sensibilidade, é uma resposta comum em
plantas, embora a mesma não esteja ligada
exclusivamente a infecções virais. No pre-
sente estudo, a descoberta de um compos-
to provavelmente fenólico, fluorescente, é
mais uma evidência de que a sorose tBA é
consequência de um processo patológico.
Não obstante, ainda não é possível deter-
minar a causa do aumento da síntese fenõ-
lica em plantas afetadas.

O fato de os tecidos mais afetados,
como a casca com lesões, serem pouco
adequados à extração do marcador pode
ser uma indicação de que os metabólicos
da desordem não estão distribuídos uni-
formemente no tecido afetado. Essa é uma
informação relevante para trabalhos sub-
sequentes. Resta, também, avaliar se o
marcador se adequa à identificação preco-
ce da disfunção, i. é, antes do aparecimen-
to de sintomas da sorose tBA.

CONCLUSÕES

A descoberta de um composto prova-
velmente fenólico, fluorescente, é mais
uma evidência experimental de que a Só-
rose tBA é consequência de um processo
patológico; porém ainda não é possível de·
terminar a causa do aumento da síntese
fenólica em plantas afetadas.

Este composto fenólico fluorescente
poderá ser utilizado para identificar plan-
tas afetadas com Sorose tBA mesmo na
ausência de sintomas visuais.
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AG. 2 - Perfil cromaIDgnHico de eJCb1IIDs

alco6lic:os de ririas tecidos de
pomeleiros 'Marsh Seedless', 1 =
radic:elas; 2 = casca com lesões e 4
= folhas. todas com sorose tBA; 3
= radic:eles de pomeleiro mi-
c:roenxertado (testemunha negati-
va). Fotografia como na Agura ,.
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RG. 3 - Perfil cromatogrMic:o de ...,.. aIc:06Iic:os de radk:elas de
laranjeiras 'Pera' (1, miaoenxertada; 2. com sorose tBA; .(,
com vírus da TrisIaza dos chroa CJV 1143-82) e 3, laranjeira
'do C6u' com sorose A- Fotografia como na Agura ,.
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