UM MARCADOR FLUORESCENTE EXTRAIDO DE POMELEIROS (Citrus paradisi Macf)E
LARANJEIRAS (C. sinensis Osb.)AFETADOS PELA SOROSE TIPO-BAHIAl

0. NICKEL?

0s para indexa¢do: Pomelo, laranja, doengas, cromatografia.
RESUMO - Um marcador bioquimico de plantas com sorose tBA (tipo Bahia) foi detectado por cromatografia de

mmada delgada de géis de sflica. A substincia, fluorescente sob incidéncia de luz ultravioleta de onda curta, ndo

bi observada em plantas sadias, microenxertadas ou portadoras de outras doencas de natureza viral como sorose
A, concordiose, xiloporose, tristeza e o vir6ide da exocorte. Os resultados obtidos at¥ o momento indicam que o
gleiro “Marsh Seedless’ e a laranjeira ‘Pera’ afetados sintetizam essa substincia, formando, no perfil croma-

o éfico, uma mancha azul intensamente fluorescente com Rf de 0,55. Dos tecidos submetidos ao estudo - fo-

de frutos, casca de troncos com lesdes, casca de troncos sadios e radicelas - os ditimos deram os me-

ores resultados. Diante da inexistncia de uma espécie indicadora para sorose tBA, marcador fluorescente
e-se nNo priineiro importante instrumento de identificacdo de plantas afetadas pela sorose tBA.

entification of affected plants.
INTRODUCAO

. A sorose tBA (tipo Bahia) é uma dis-
funcdo de pomelos, tangerinas e laranjas
doces, de natureza etioldgica ainda desco-
nhecida, que guarda certa semelhanga ma-
ro e microssintomatica com a classica so-
rose A. Em ambas doencas, observa-se a
destruicao do xilema e floema (NICKEL &
OSTA, 1990). A sorose A foi descrita co-
mo sendo de natureza transmissivel e pro-
avelmente causada por virus (FAWCETT,
1933). Entretanto, enquanto a sorose A é
acilmente transmitida por enxertia de te-
ctidos, diversas tentativas de transmitir a
sorose tBA via borbulhas tém produzido
resultados negativos, erraticos ou in-
conclusivos (NICKEL, 1989). Essa caracte-

Suécia.
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A FLUORESCENT MARKER EXTRACTED FROM GRAPEFRUIT (Citrus paradisi Macf.)
AND ORANGE PLANTS (Citrus sinensis Osb.) AFFECTED BY BAHIA-TYPE PSOROSIS

IMARY - A biochemical marker has been found in plants affected by psorosis tBA (Bahia-type) by means of
in layer chromatography on silica gels. The substance is fluorescent under incident ultraviolet light; it has been

erved neither in tissues of healthy, micrografted plants, nor in plants carrying other viral disease agents such
a psorosis A, concordiosis, xyloporosis, tristeza or the exocortis viroid of citrus. Results obtained so far indicate
hat affected ‘Marsh Seedless’ grapefruit as well as ‘Pera’ sweet orange plants synthesize this substance, which
produces a large, bright blue fluorescent spot in the chromatographic profile at Rf 0.55. Leaves, fruit rind, trunk
and rootlets were analysed; the last was best suited for extraction of the marker substance. Due to the lack of
indicator plant species for psorosis tBA this fluorescent marker becomes the first important tool for the

ristica da doenca, assim como auséncia de
sintomas foliares em plantas afetadas por
sorose tBA em campo ou experimental-
mente inoculadas, sdo os parametros dife-
renciadores entre as duas doencas.

Devido as dificuldades de caracterizar
a infecciosidade da sorose tBA e em face
da necessidade de um instrumento de
identificacdo de plantas afetadas, conside-
rou-se o estudo de alteracées metabdlicas
induzidas pela presenga de um eventual
agente viral (FELDMAN, 1969). FELDMAN
& HANKS (1968) constataram teores de fe-
néis livres nas raizes de plantas com exo-
corte trés vezes superiores 3as sadias;
JARDENY et allii (1965) e MONSELISE &
GOREN (1965) encontraram significativos
aumentos de fendis em plantas de
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tangerina e laranjas doces, infectadas, res-
pectivamente, com xiloporose e sorose A.
SCHWARZ (1968) detectou metabdlitos fe-
nélicos no albedo de frutos, posteriormen-
te sugeridos para a indexacdo de ‘‘gree-
ning’’ e da exocorte, por meio de cromato-
grafia de camada delgada em géis de silica.

O presente estudo foi iniciado basea-
do em evidéncias experimentais de que al-
teracbes do metabolismo fendlico em plan-
tas afetadas por virus sao passiveis de ex-
ploragdo como instrumento diagnéstico. O
objetivo era encontrar uma substancia
marcadora caracteristica de tecidos afeta-
dos pela sorose tBA a ser usada como in-
dexador. Os resuitados aqui apresentados
sdo preliminares; estudos envolvendo ou-
tras espécies e variedades encontram-se
em execucao.

MATERIAL E METODOS

Folhas, casca de frutos, casca de
troncos com lesdes, 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 limao
‘Galego’ portador de um isolado do virus
da Tristeza dos citros (CTV BA B5), coleta-
do na regiao de Cruz das Aimas-BA, por
meio de plantas-armaditha; laranja ‘Pera’
com o isolado de Tristeza 1743-82, IAC;
laranja ‘do Céu’ com sorose A; limao 'Ga-
lego’ com concordiose ('’sorose transmis-
sivel’’) da Provincia de Entre Rios, Argen-
tina (infeccdo mista com CTV); laranja
‘Parson Special’ com xiloporose, e laranja
‘Navelina’ com exocorte (CEV). O pomelei-
ro ‘Duncan’ microenxertado e o limao
‘Galego’ produzido de sementes e indexa-
do CTV-negativo com ELISA, foram usa-
dos como controles nagativos.

O material foi lavado com &gua des-
tilada, picado em tiras de 1 mm de largura
e as amostras de 2 g foram submetidas a
extracdo em aparelho de Soxhlet com 40
ml de etanol 95% a 90 V durante uma a
quatro horas. Os extratos foram conserva-
dos a 49C durante a execuc¢io dc estudo.

As crcmatoplacas foram preparadas
de acordo com o método de MAY (1965),
ligeiramente alterado, com silica 60 G
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misturada com d4gua destilada na pro
porcdo 1:2 (p:v) com espessura de 300 um,
a ativacdo das plantas foi feita a 400C du:
rante doze horas (a noite). Trés microlitro
de extrato/amostra foram submetidos a
corridas em fase liquida de cloroférmio
metanol (97:3) durante tempo padrdo de
quinze minutos. Apés a secagem, as ban:
das e manchas foram visualizadas com lu
ultravioleta incidente de 254 nm, fotogra:
fadas (filme ASA 3000), circundadas com
agulhas histoldégicas e mapeadas em pape
celofane para arquivo. O Rf das manchas
bandas observadas foi calculado como
média das corridas realizadas com a mes
ma mistura de solventes, em um dia, con
um Unico grupo de placas. A area das
manchas foi medida com um medidor de
area foliar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi detectada em radicelas de po
leiros afetados pela sorose tBA (tipo Ba
hia) uma substancia de cor azul-claro, in:
tensamente fluorescente sob luz ultraviole
ta de onda curta incidente que, no perfi
cromatogréfico, forma manchas grandes
marcantes com Rf de 0,55. As mesmas es
tao ausentes em extratos de pomeleiros
sadios e em tecidos infectados com o viru
da sorose A (Figura 1 e Tabela 1), principal
parametro de comparacao, pela semelhan:
ca de sintomas externos em troncos d
plantas afetadas.

A mancha produzida pelo extrato de
sorose A geralmente migra a frente da
quela da sorose tBA, tem cor verde-claro
¢ menor que esta Gltima (Tabela 1). Mar
chas semelhantes aquela de sorose tBA es
tao ausentes em tecidos com outras virg
ses, comuns em citros no continente, co
a tristeza, xiloporose, concordiose ou o vi
réide da exocorte. Como se observa na F
gura 1, todos esses agentes produzem umi
mancha aparentemente tipica do génert
Citrus, de cor violeta, de pouca intensida:
de, que migra préxima ao marcador de so
rose tBA; a mesma classificagdo devem re
ceber as manchas 2, 3 e 4 e 5 produzidas
na parte inferior das placas nas amostra
de radicelas, sadias ou enfermas (Figura
1).
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Manchas

m1-mmmmm¢emmmtmsmmmmu=
pomelo ‘Marsh Seedless’) e outras doengas: 2 = laranja ‘do Céu’ com sorose A; 3 = pomelo mi-
croenxertado, sadio; 4 = laranja ‘Navelina’ com CEV; 5 = laranja “Parson Special’ com xiloporo-
se; 6 = liméo ‘Galego’ com concordiose; 7 = lim#io SGalego’ com CTV BA B5. Fotografia com
UV de 254 nm, filme ASA 3000.

ELA 1 - Valores de Rfs de tecidos com sorose A e sorose tBA, obtidos por cromato-
grafia de camada delgada em géis de silica de extratos alcodlicos de radice-
las.

ariedade/ Numero de Rf o Area da mancha
pécie corridas médio Variagéo* (cm?)

edless’ com
sorose tBA 1 0.55 C.V.(%) 3.6 112
1.C.10.01
.Laranja ‘do Céu’
com sorose A 42 0.59 C.V.(%) 5.1 0.81
, ' 1.C.10.01

Nivel de probabilidade de 5%.
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Dos tecidos submetidos & anélise,
destacam-se as radicelas seguidas das cas-
cas de troncos com lesées e folhas, ambas
apresentando manchas caracteristicas, de
cor violeta, caracterizadas pelo seu peque-
no tamanho e fluorescéncia reduzida, que
dificulta sua visualizacdo (Figura 2).

Observou-se que os pomeleiros com
sorose tBA e microenxertados formam
manchas com Rfs muito préximos; grande
namero de corridas preliminares para ajus-
te dos solventes indicam, entretanto, que

as médias do Rf de pomeleiros sadios mos-

tram (nessas manchas de migragdo rapida)
tendéncia a situar-se ligeiramente acima
do pomelo com sorose tBA, embora esta
diferenca nao seja significativa. Isso, toda-
via, ndo representa dificuldade para a uti-
lizacdo dc marcador, visto que entre as
manchas, as diferencgas de cor, intensidade
e tamanho sao evidentes; geralmente, a
mancha de migragdo rdpida de tecidos sa-
dios é quase invisivel 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 sdo
apenas ténues. 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 migracao das amostras com
sorose A e Tristeza (Figura 3).

Sempre que tecidos vegetais séo
submetidos a uma extracdo aquosa ou com
solventes orgéanicos e processados por
cromatografia de papel ou silica, pode-se
observar véarias bandas fluorescentes. A
descoberta do marcador 1G, utilizado para
detectar infeccoes latentes de ‘‘greening’’
em viveiros, baseou-se neste principio
(SCHWARZ, 1968); ¢ marcador, um gli-
cosideo fendlico (FELDMAN & HANKS,
1968), permitiu a corrparagdo do 1G com
marcadores fluorescentes de doencas viré-
ticas similares.

A substancia fluorescente isolada no
presente estudo, ndo tendo sido ainda
identificada, ndao permite comparacées; é
muito provével, entretanto, tratar-se de um
composto fendlico, considerando-se o
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método de extragdo alcodlica utilizado
(FELDMAN & HANKS, 1965). A acumula-
¢do de compostos fenélicos totais ou alte-
racdbes na sua composi¢do (mudangas no
teor de fendis individuais) como reagdo
a infecgbes virais ou em reagées de hiper-
sensibilidade, é uma resposta comum em
plantas, embora a mesma nao esteja ligada
exclusivamente a infecgbes virais. No pre-
sente estudo, a descoberta de um compos-
to provavelmente fendlico, fluorescente, é
mais uma evidéncia de que a sorose tBA é
consequéncia de um processo patoldégico.
N&o obstante, ainda ndo & possfvel deter-
minar a causa do aumento da sintese fené-
lica em plantas afetadas.

O fato de os tecidos mais afetados,
como a casca com lesdes, serem pouco
adequados a extragdo do marcador pode
ser uma indicacdo de que os metabdlicos
da desordem nado estdo distribuidos uni-
formemente no tecido afetado. Essa é uma
informacao relevante para trabalhos sub-
sequentes. Resta, também, avaliar se o
marcador se adequa a identificacdo preco-
ce da disfungao, i. é, antes do aparecimen-
to de sintomas da sorose tBA.

CONCLUSOES

A descoberta de um composto prova-
velmente fendlico, fluorescente, é mais
uma evidéncia experimental de que a So-
rose tBA é consequéncia de um processo
patoldgico; porém ainda nao é possivel de-
terminar a causa do aumento da sintese
fendlica em plantas afetadas.

Este composto fendlico fluorescente
poderé ser utilizado para identificar plan-
tas afetadas com Sorose tBA mesmo na
auséncia de sintomas visuais. i
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G. 2 - Perfil cromatogréifico de extratos
alcodlicos de viérios tecidos de
pomeleiros ‘Marsh Seedless’, 1 =
radicelas; 2 = casca com lesdes e 4

{ = folhas, todas com sorose tBA; 3

= radiceles de pomeleiro mi-
croenxertado (testemunha negati-
va). Fotografia como na Figura 1.

AG. 3 - Perfil cromatogréfico de extratos alcodlicos de radicelas de
) laranjeiras ‘Pera’ (1, microenxertada; 2, com sorose tBA; &,
! com virus da Tristeza dos citros CTV 1743-82) e 3, laranjeira
; ‘do Céu’ com sorose A. Fotografia como na Figura 1.
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