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RESUMO

PASSOS, Juliana de Lanna, M.S. Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2004.
Avaliacéo da fitotoxidade dos compostos isolados do fungo Corynespora
cassiicola (Berk & Curt.) Wei. e alteragdes anatdmicas causadas por esse em
Lantana camara L. (VERBENACEAE) Orientador: Luiz Claudio de Almeida

Barbosa. Conselheiros: Rosane M. Aguiar Euclydes e Robert Weingart Barreto.

Lantana camara L. é conhecida mundialmente como uma planta daninha
extremamente agressiva. Originédria da América tropical e subtropical, sua dispersdo
pelo mundo é devido, principamente, a sua utilizacdo como planta ornamental. A
distribuicdo pantropical desta invasora e sua reconhecida nocividade estimularam a
busca por inimigos naturais no seu centro de origem. Estudos da micobiota associada
aL.camaral. revelaram apresencade Corynespora cassiicolaf. sp. lantanae como
um patégeno severo desta planta, o qual € capaz de provocar desfolhas e debilitacdo
das plantas atacadas. Estudos anteriores indicaram a presenca de uma fitotoxina
envolvida na patogenicidade do fungo. Com o objetivo de isolar, identificar e testar a
atividade fitotéxica de compostos produzidos pelo fungo foram feitos estudos
fitoguimicos dos extratos obtidos a partir de gréos de arroz colonizados pelo fungo.
A interacdo hospedeiro-patégeno foi investigada por observacOes feitas com
microscopia de luz e eletronica de varredura. Os testes bioldgicos dos extratos do
fungo C. cassiicola isolado do tomateiro, revelaram fitotoxidez que foi atribuida a
presenca de écidos graxos e do esterdide isolado, ergostatetrad,6,8(14),22-en-3-0na,
nas fracbes estudadas. Os extratos, a0 serem submetidos a ensaios bioldgicos,

apresentaram  atividades fitotdxicas em teste preliminares de inibicdo do
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desenvolvimento radicular de alface; germinacdo, crescimento de parte aérea e
crescimento de raizes de espécies de plantas daninhas e plantas cultivadas; e sobre a
sintese de ATP. O extrato CE também mostrou conter substancias toxicas, em teste
de inibicdo do desenvolvimento radicular de alface e sintese de ATP. Este estudo foi
uma investigagdo para o entendimento da interagdo C. cassiicola/L. camara L. N&o
foram observadas alteracOes estruturais, apés a aplicacdo do filtrado sem conidios e
da emulsdo preparada a partir do extrato CAE. O surgimento de necrose foi
verificado, ap6s 24 horas da inoculacdo, com a suspensdo de conidios e a via de
penetracdo preferencia do fungo € intercelular. Outros sitios de penetracéo do fungo
observadas foram: pelo complexo estomético, entre a lateral da célula-guarda e a
célula epidérmica subsidiaria, através do complexo epidérmico, o qual inclui a
penetracdo através do tricoma (glandular ou tector). A planta demonstrou reacéo de
hipersensibilidade ao patdgeno através de espessamento das paredes da epiderme,
granulacéo do citoplasma e formagdo de um tecido de cicatrizagdo. A epiderme da
face abaxia e o parénquima lacunoso foram os tecidos mais afetados. As células dos
tecidos onde se observou a presenca de hifas sofreram desorganizagdo, algumas
apresentaram hiperplasia, outras se tornaram amorfas e plasmolizadas. Observou-se a
formacao de almofadas apressoriais. Os testes histoquimicos para lipideos, proteinas
e compostos fendlicos ndo revelaram diferencas entre fragmentos foliares referentes

ao controle e ao tratamento.
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ABSTRACT

PASSOS, Juliana de Lanna, M.S., Universidade Federal de Vicosa, February 2004.
Evaluation of the phytotoxicity of the isolated compounds of the fungus
Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) Wei and the anatomical alterations
caused in Lantana camara L. (VERBENACEAE) Adviser: Luiz Claudio de
Almeida Barbosa. Committee Members. Rosane M. Aguiar Euclydes and Robert
Weingart Barreto.

Lantana camara L. is known worldwide as an extremely aggressive weed.
Originated from tropical and subtropical America, its global dispersion is mainly due
to its use as an ornamental plant. Its pantropical distribution and recognized
harmfulness have stimulated the search for natural enemies in its center of origin.
Studies on the micobiota associated to L. camara L. have reveadled the presence of
Corynespora cassiicola f. sp. lantanae as a severe pathogen of this plant, capable of
causing severe defoliation and weakening of the attacked plants. Previous studies
indicated the presence of a phytotoxin involved in the pathogenicity of the fungus.
Aiming to isolate, identify and test the phytotoxic activity of compounds produced
by the fungus, phytochemical studies were carried out of the extracts obtained from
rice grains colonized by the fungus. The host-pathogen interaction was investigated
through observations made under light and scanning electronic microscopy. The
biological tests of the extracts of the fungus C. cassiicola isolated from tomato
revealed phytotoxicity which was attributed to the presence of fatty acids and the
isolated steroid, ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona in the fractions studied. When
submitted to biological assays, the extracts presented phytotoxic activities in

preliminary tests on lettuce root development inhibition; germination, aerial part
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growth and root growth of weeds and cultivated plant species as well as on ATP
synthesis. The CE extract was also found to contain toxic substances that inhibited
lettuce root development and ATP synthesis. This study aimed to investigate and
understand C. cassiicola/lL. camara L. interaction. No structural aterations were
observed after application of the filtrate without conidia and the emulsion prepared
from the extract CAE. Necrosis was verified after 24 hours of inoculation, following
the suspension of conidia, with the preferable penetration channel of the fungus
being intercellular. Other sites were fungus penetration ocurred were: the stomata
complex, between the guard cell lateral and the subsidiary epidermis cell, the
epidermis complex, which includes penetration through the trichome (glandular or
non-glandular). The plant showed a hipersensitivity reaction to the pathogen through
thickening of the epidermis walls, cytoplasm granulation and formation of a
cicatrization tissue. The abaxial face epidermis and the lacunary parenthema were the
most affected tissues. The tissue cells where the presence of hyphae was observed
underwent disorganization, with some presenting hiperplasia and others becoming
amorphous and plasmolysed. The formation of appressorial pads was also observed.
The histochemical tests for lipids, proteins, and phenolic compounds did not reveal

differences among the foliar fragments related to the control and treatment.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas daninhas sdo responsaveis pela reducdo entre 30 a 40% da
producdo agricola em regibes tropicais, interferem na pecuaria, na eficiéncia
produtiva dos sistemas agricolas, podendo também afetar, direta ou indiretamente, a
salide humana e de animais domésticos (LORENZI, 1991). O controle quimico de
plantas daninhas, introduzido na década de 40, tem sido um campo dindmico de
pesguisas que requer constantes inovagOes. Devido a necessidade de mais
ferramentas para o0 seu controle, com comportamento ambiental apropriado, que
possam reduzir os danos para humanos e o0 meio ambiente, e capaz de superar a
resisténcia de algumas plantas daninhas a herbicidas, novos programas de sintese
quimica tém surgido, levando a obtencdo de inimeros compostos (DUKE et al.,
2000).

Microrganismos, como o0s fungos, tém se mostrando uma das fontes mais
ricas e promissoras de novos compostos com atividade fitotoxica e reguladora do
crescimento de plantas (DUKE et al., 1996; KIMURA et al., 1997; PILLMOOR,
1998). Embora alguns herbicidas biol 6gicos microbianos (bioherbicidas) tenham sido
desenvolvidos (GREAVES, 1996), os produtos fitotéxicos isolados de
microrganismos possuem muitas vantagens sobre o uso de organismos vivos, tais
como, a logistica de estocagem, a aplicacdo, a formulacdo e o tempo de meia-vida.
Com vistas a esses fatores, as fitotoxinas de origem microbianas tém sido muito
utilizadas como modelo para o desenvolvimento de novos herbicidas (GREAVES,
1996). O uso potencia de fitotoxinas naturais tem revelado novas ferramentas para o
manejo de plantas daninhas devido a elucidacdo de seus mecanismos de acdo. Os
produtos naturais tendem a ter modos de acéo diferentes dos herbicidas sintéticos.

Estudando respostas das plantas para um composto pode-se obter importantes



informacfes para processos fisioldgicos afetados por um composto € possivel
descobrir novos mecanismos de agdo (DAY AN, 2000).

A planta daninha conhecida como lantana, Lantana camara L.
(Verbenaceae), infesta milhdes de hectares de pastagens e terras produtivas em 47
paises (HOLM et al., 1977). L. camara L. € uma planta daninha nativa do Continente
Americano, bastante freqiiente no Brasil (LORENZI, 1991). Existem muitas doencas
nessa planta daninha causada por fungos (BARRETO et al., 1995). Em Estancia
Beténia e Guaraguagu, no estado do Parana, foram observadas lesbes foliares em
individuos de L. camara, provocando a desfolha da planta infectada. Esse foi o
primeiro relato para o Brasil da presenca de Corynespora cassiicola, um fungo
mitospoérico, agente causal da mancha avo (Target Spot) atacando lantana
(PEREIRA & BARRETO, 2000).

Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) Wel. causa manchas foliares em mais
de 70 espécies no mundo (SILVA et al., 1998). Embora varios autores considerem C.
cassiicola como um patdégeno “inespecifico”, a existéncia de especializacdo
fisioloégica foi reconhecida (SPENCER & WALTER, 1969). Alguns autores,
segundo ONESIROSAN et al. (1975), relataram a presenca de uma toxina secretada
pelo micédlio de C. cassiicola. Assim, abre-se uma perspectiva para a investigacao,
com a possibilidade de isolamento e identificacdo de constituintes quimicos para uso
como herbicida especifico.

A anatomia dos 6rgdos vegetais da familia Verbenaceae ja se encontra
descrita na literatura (METCALFE & CHALK, 1957; SOLEREDER, 1908) e, sendo
a espécie L. camara L. o avo desta pesquisa, sua anatomia foliar serd, agora,
explorada segundo a perspectiva da interacdo hospedeiro-patdgeno. Os estudos
anatdbmicos relacionados a patogénese sdo de importancia fundamental para o
entendimento dos mecanismos de resisténcia em diversos patossistemas (JERBA,
2003).
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CAPITULO 1

ISOLAMENTO E AVALIACAO DA FITOTOXICIDADE DE
METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR Corynespora cassiicola

1. INTRODUCAO

As plantas superiores continuam tendo importancia crescente como fontes de
NovVos agroguimicos em potencial, particularmente, de novos inseticidas (ARNASON
et al., 1989). Da mesma forma, microrganismos, como fungos e bactérias, tém sido
amplamente estudados a procura de novas moléculas que possam ser utilizadas no
controle de pragas agricolas ou como modelo para a sintese de novos compostos
ativos. Estima-se que, anualmente, aproximadamente 100 patentes sdo submetidas,
envolvendo a descoberta de produtos naturais com potencial uso na agricultura,
horticulturaou silvicultura (PILLMOOR et al., 1993).

Apesar de um grande nuimero de produtos naturais, com comprovada
atividade fitotoxica, terem sido isolados de plantas superiores (DAKSHINI &
EINHELLIG, 1995), poucos herbicidas comerciais foram derivados destas fontes.
Um exemplo, € o caso da cinmetilina, herbicida seletivo para o controle de gramineas
em plantaces de arroz, aplicado a uma taxa de apenas 25-100 g/ha. Esse composto é
anadlogo ao monoterpeno 1,8-cineol, composto natural atamente fitotoxico. Uma
mistura de mais de 200 compostos, obtida pela policloragdo do monoterpeno
canfeno, também foi comercializada, durante muito tempo, como inseticida e

herbicida.



A artemisinina, outro terpeno com comprovada atividade antimalarial, isolada
da planta de Artemisia annua L., também teve sua atividade fitotdxica avaliada.
Apresenta atividade herbicida equivalente a cinmetilina, mas devido a complexidade
de sua estrutura, ndo foi desenvolvida comercialmente (DUKE et al., 1987).

Microrganismos, como os fungos, tém se mostrado uma das fontes mais ricas
e promissoras de novos compostos com atividade fitotéxica e reguladora do
crescimento de plantas (DUKE et al., 1996; KIMURA et al., 1997; PILLMOOR,
1998). Embora alguns herbicidas biol égicos microbianos (bioerbicidas) tenham sido
desenvolvidos (GREAVES, 1996), os produtos fitotéxicos isolados de
microorganismos possuem muitas vantagens sobre os agentes de biocontrole vivos.
Geralmente, a logistica de estocagem, a aplicacdo, a formulacdo e o tempo de meia-
vida favorecem as toxinas quando comparados aos microorganismos vivos. Além
disso, a possibilidade de disseminacdo de alguma doenca para espécies ndo-alvo, ndo
existe no caso das toxinas. Os fatores ambientais apresentam maior influéncia sobre a
eficacia de um produto envolvendo microorganismos vivos do que sobre toxinas
isoladas. Com vistas a esses fatores, as fitotoxinas de origem microbianas tém sido
muito utilizadas como modelo para o desenvolvimento de novos herbicidas.

A anisomucina, um composto isolado de Streptomyces spp., foi 0 primeiro
produto natural de origem microbiana que resultou em um herbicida comercial.
Apesar desse composto ser muito fitotéxico para diversas plantas daninhas, e ndo
toxico para vérias culturas, ndo chegou a ser comercializado. Entretanto, alteracdes
sintéticas da anisomucina resultaram no herbicida NK-049 (3,3’ -dimetil-4-
metoxibenzofenona), que € um herbicida amplamente utilizado em plantacGes de
arroz (STONARD & MILLER-WIDEMAN, 1995).

O primeiro produto de origem microbiana introduzido no mercado foi o
bialaphos. E um herbicida ndo seletivo que mata tanto monocotiledoneas quanto
dicotileddneas, sendo aplicado em doses relativamente baixas (0,84-1,68 kg/ha). Os
peptideos, também de ocorréncia natural, possuem atividade herbicida. Baseado nas
estruturas dessas fitotoxinas naturais, a Indistria Hoechst AG desenvolveu o
herbicida sintético, comercializado com o nome de glufosinato. Esse herbicida é um
potente inibidor da enzima glutamina sintase (GS), responsavel pela assimilagdo de
ambnia. A inibicdo dessa enzima resulta em acumulacdo de amdnia no solo,

causando toxicidade para as plantas.



Recentemente, PEREIRA & BARRETO (2000) relataram a ocorréncia do
fungo C. cassiicola (Berk & Curt.) Wei. atacando a planta daninha Lantana camara
L. Esse foi 0 primeiro relato da presenca de C. cassiicola, um fungo mitosporico,
agente causal da mancha alvo (Target Spot), nessa planta no Brasil. C. cassiicola,
segundo SILVA et al. (1998), apresenta uma grande gama de hospedeiros, tendo sido
relatada a ocorréncia de manchas foliares causadas por este fungo em mais de 70
espécies de plantas. C. cassiicola tem sido relatado em um grande nimero de
culturas economicamente importantes em paises tropicais e subtropicais (BRETON
et al., 2000), entre as quais pode se citar 0 caupi, mamoeiro, cacaueiro, seringueira,
juta, além de plantas nativas onde causa manchas foliares, em plantas adultas e em
mudas mantidas em viveiro (DUARTE et al., 1983). Durante a Ultima década, o
patdgeno tem causado extensos danos a plantagdes de borracha e tornou-se um fator
limitante & sua produgdo na Asia. No Brasil, C. cassiicola foi também isolado de
Hydrangea macrophylla (Thunb) Ser., Commelina benghalensis L., Lycopersicon
esculentum Mill e Glycine max (L.) Merr. (PEREIRA et al., 2003). Embora varios
autores tratem esse fungo como um patdgeno “inespecifico”, a existéncia de
especializagdo fisiologicafoi reconhecida (SPENCER & WALTER, 1969).

Alguns autores, segundo ONESIROSAN et al. (1975), relataram a presenca
de uma fitotoxina secretada pelo micélio de C. cassiicola. Essa toxina secretada pelo
fungo pode ser conduzida célula a célula, quando se inocula o filtrado derivado de
conidios, e causar 0s mesmos sintomas de necrose foliar, que ainoculacdo direta dos
conidios provoca. A producdo de toxina em filtrados da cultura do fungo foi
confirmada (BRETON et al., 2000; PEREIRA, et al., 2003). Segundo BRETON et
al. (2000), a toxina denominada cassicolin reproduz sintomas da doenca foliar
similares as observadas, apds inoculacdo com o fungo. A morte de células distantes
das hifas durante inicio da necrose demonstra provavel mente a presenca e difusdo de
uma toxina produzida por C. cassicola. Esta toxina mostrou um papel chave no
estabelecimento inicial do fungo. Assim, abriu-se uma perspectiva para a
investigagdo, com a possibilidade de isolamento e caracterizago da substancia ativa
para uso como herbicida especifico. Assim, um dos objetivos que estimularam a
realizacdo deste trabalho foi a possibilidade de se isolar e identificar constituintes
guimicos do fungo Corynespora cassiicola e determinar a atividade fitotdxica dos

mesmos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

Todos os fracionamentos e isolamentos foram realizados no Laboratério de
Andlise e Sintese de Agroguimicos (LASA), no Departamento de Quimica da UFV.
Para as separacdes cromatograficas, em coluna, utilizou-se silica gel de 70-270 mesh
como fase suporte. As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas em placas de silica gel 60 com indicador Fs4. AS placas foram preparadas
no proprio laboratério, com 2,5 mm de espessura, utilizando-se uma mistura de 2:1
de silicaldgua.

As placas de CCD foram reveladas sob radiagéo ultravioleta ((1=254 nm e
[0=365 nm), e com solucdo de &cido fosfomolibdico (12 g de 2 H3PO4.20 M005.48
H,O / 250 mL de etanol).

Todas as fragdes foram concentradas a pressdo reduzida em evaporador
rotatorio.

Os espectros no Infravermelho (IV) foram registrados em espectrometro
Perkin EImer FTIR 1000, no Departamento de Quimica (UFV), na regido de 500 a
4000 cm™. Para as amostras sdlidas foram utilizadas pastilhas de KBr e as oleosas

foram analisadas como filmes em placas de NaCl.



Os cromatogramas em fase gasosa foram obtidos injetando-se 1 [IL da
amostra em Cromatdgrafo a Gas Shimadzu GC 17-A, equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID), ou em um equipamento CG/EM Shimadzu CGEM
QP5050A.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
de carbono 13 (RMN de *3C) foram obtidos em aparelho Varian Mercury 300 (300
MHZz), do Departamento de Quimica da UFV, utilizando-se CDCl3; como solvente.

As andlises de sintese de ATP, transporte de elétrons e de determinacéo do
potencial herbicida foram realizadas no Departamento de Bioquimica da
Universidade Autdnoma do México (UNAM), uma vez que a UFV conta com um

convénio de cooperacdo firmado com esta institui¢o.

2.2. Obtencao dos extratos

O isolado do fungo C. cassiicola utilizado neste trabalho foi originalmente
obtido de plantas de tomateiro doentes e encontra-se depositado na Colecéo de
Culturas Fungicas do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa (JMP 217), e estéd acondicionado em vidros, contendo silica gel, em geladeira.

Os fungos foram cultivados em meio de cultura de vegetais-édgar (CVA) a
temperatura de aproximadamente 25 °C (PEREIRA, 2001- Figura 1). Apds seu
desenvolvimento, discos da cultura do fungo foram retirados das placas e semeados
em sacos pléasticos, contendo gréos de arroz comum, tipo B, esterilizados. Os graos
de arroz foram preparados da seguinte forma: 350 gramas de arroz foram colocados
em cada saco de polipropileno, sendo os mesmos, em seguida, umedecidos com 150
mL de agua destilada e autoclavados a 120 °© C  por 20 min. Apos esfriar, 0s sacos
foram mantidos, por 10 minutos, em camara de fluxo laminar sob luz UV germicida
para garantir a esterilizagcéo externa destes. Em seguida, cada saco foi semeado com
cinco discos da cultura do fungo de aproximadamente 0,5 cm de didmetro. O semeio
também foi realizado na cdmara de fluxo laminar, onde os sacos foram deixados para
evitar-se uma possivel contaminagdo. Os sacos foram fechados com argolas de PVC,

gue foram introduzidas em sua extremidade como um anel, para que se pudessem



virar as bordas dos sacos e possibilitar a introducéo do chumaco de algoddo. Em
seguida, forrou-se com jornal o chumago de algodéo, prendendo-o com gomas de
borracha. Assim, os sacos foram levados para camara com temperatura controlada a
25 + 3 ° C, onde foram mantidos por, aproximadamente, 15 dias, até que a
colonizacdo do arroz fosse efetuada. O contelido dos sacos foi periodicamente
revolvido pela pressio dos dedos.

Inicialmente, uma amostra de 7,5 Kg do meio solido colonizado com o fungo
foi submetida a extracdo, em aparelho Soxhlet, com acetato de etila seguido de
etanol. Os extratos obtidos, denominados CAE e CE, respectivamente, foram
concentrados sob presséo reduzida, em evaporador rotativo. Cada um dos extratos foi

submetido atestes para a avaliacéo da atividade fitotdxica sobre plantas.

Figura 1 - Corynespora cassiicola cultivado em meio CVA em placa de Petri, apos 7
dias.
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2.3. Estudo dos constituintes quimicos de Corynespora cassiicola

2.3.1. Fracionamento do extr ato acetato de etila

O extrato preparado com acetato de etilay, CAE, foi submetido ao
fracionamento em uma coluna filtrante (funil de vidro sinterizado e kitazato - Figura
2). Utilizou-se 400 g de silica e um volume total de 9 L de solvente. Obteve-se desta
filtracdo seis fragbes, que foram agrupadas de acordo com o solvente utilizado:
hexano (2 L), fragdo CAE(1):1; diclorometano (3 L), fragdo CAE(1):2;
hexano:acetato (1:1) (1 L), fracdo CAE(1):3; acetato de etila (1 L), fracdo CAE(1):4;
acetato de etilametanol (1:1)(1 L), fracdo CAE(1):5; metanol (1 L), fracdo CAE(1):6
(Figura 3A). Todo o fracionamento subsequente (Figura 3A, 3B e 3C) foi
acompanhado de andlise das fracfes por espectroscopia no infravermelho (1V) e por
cromatografia em camada delgada (CCD) a fim de direcionar o estudo para as
fracbes mais propensas ao isolamento e identificagdo de agum constituinte

fitotéxico.

—»  Papd Filtro

Extrato
—» SilicaGdl
Funil de vidro —»  Papd Filtro
sinterizado
—» Vécuwo
Kitazato
FragOes obtidas separadamente

Figura 2. Esquema da colunafiltrante utilizada para o fracionamento do extrato

acetato de etilado fungo, C. cassiicola.
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Arroz colonizado

75Kg
Extracéo com AcOEt
CAE TORTA
202,59
Extracdo com EtOH
Coluna Filtrante
160,25 g
CE TORTA
365,19
CAE(1):1 CAE(1):2 CAE(1):3 CAE(1):5 CAE(1):6
18,7¢ 66,8 g 39,89 49¢ 2,39
CAE(1) :4
Coluna 2—144 24,29
CAE(2): 1-13 CAE(2): 14-22 CAE(2): 61-98 CAE(2): 99-110
2449 139 0549 2749

CAE(2): 23-60
6,99

Figura 3A. Fluxograma das fragGes obtidas a partir da extracéo do arroz

colonizado com o fungo C. cassiicola e fracionamento do extrato acetato

de etila
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CAE(2): 23-60
6,99

[
Funil de Separacdo 3 - 10

CAE(3):1 CAE(3):2
269 mg 731 mg
Coluna 4
CAE(4):1-4 CAE(4):5-11 CAE(4): 12-15 CAE(4):29
33,8 mg 33,3 mg 18,0 mg 114,8 mg
CAE(4): 16-28
CPr . CPr 58,9 mg
CAE(6):1 CAE(6):2 CAE(6):3 CAE(6): 5
8,1mg 3,6 mg 1,2mg 17,9 mg
CAE(6): 4
2,5mg

CAE(5):1 CAE(5):2 CAE(5):4 CAE(5):5 CAE(5):6
11,2mg 0,6 mg 1,2mg 11,9 mg 8,4 mg

CAE(5):3
0,5mg

Figura 3B. Continuacdo do fluxograma do fracionamento do extrato acetato de
etilado arroz colonizado com o fungo C. cassiicola.
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CAE(1):3
39,83 g

Coluna8

CAE(8):1-19 CAE(8): 20-21 CAE(8):22-31 CAE(8):46
136,3mg 610,9 mg 156,4 mg 38,819
CAE(8):32-45
Coluna 9 112,9 mg
CAE(9): 1-20 CAE(9): 21-50 CAE(9): 51
13 mg 102 mg 22 mg
CPr
CAE(10): 1 CAE(10): 2 CAE(10): 3
70 mg 28 mg 4mg

Figura 3C. Continuacdo do fluxograma do fracionamento do extrato

acetato de etilado arroz colonizado com o fungo C. cassiicola.

2.3.2. Determinacdo dos constituintes quimicos da fracdo CAE(1):2

A fracdo CAE(1):2 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna (CC). O fluxograma apresentado nas Figuras 3A e 3B ilustra o procedimento
realizado. Os solventes foram utilizados em ordem crescente de polaridade. O
volume total utilizado foi 4 L de solvente sendo 1,6 L de hexano:acetato de etila

(3:1); 1,6 L de hexano:acetato (2:1) e 800 mL de metanol para uma massa de 160 g
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de silica. Obteve-se deste procedimento cinco grupos de fragdes (CAE(2):1-13;
CAE(2):14-22; CAE(2):23-60; CAE(2):61-98; CAE(2):99-110). A fim de isolar da
fracdo CAE(2):23-60 um composto fluorescente, observado quando a placa
cromatogréfica foi visualizada sob luz ultravioleta de (0= 365 nm, dissolveu-se 1 g
da fracdo CAE(2):23-60 em 10 mL de éter dietilico e procedeu-se a extracdo com
solucdo aquosa de NaOH a2 M (3 x 4 mL). Nesse estagio, observou-se a formagdo
de um precipitado (CAE(3):2) que foi removido por filtracdo. A fase organica foi
entdo lavada com solugéo saturada de NaCl (3 x 4 mL), seca com sulfato de
magnésio anidro (MgSO,) e filtrada. Esse residuo orgénico (269 mg) obtido,
denominado fracdo CAE(3):1, contendo um composto fluorescente, foi submetido a
fracionamento cromatogréfico em coluna de silica gel, enquanto a outra fracéo obtida
(CAE(3):2) foi caracterizada por meio de espectroscopia no 1V. O solvente utilizado
para eluir afracdo CAE(3):1 foi hexano: acetato de etila (1:1; 900 mL) e utilizou-se
como fase estacionaria 20 g de silica gel. Obtiveram-se deste fracionamento cinco
fraches. CAE(4):1-4; CAE(4):5-11; CAE(4):12-15; CAE(4):16-28; CAE(4):29. A
fracBo CAE(4):1-4 foi aplicada em placa cromatogréfica preparativa de onde foi
possivel isolar o composto fluorescente de interesse denominado (CAE(5):1. Para
este procedimento foi utilizado uma placa cromatografica preparativa de silica gel
(20 x 20 cm) com espessura de 1,0 mm, a qual foi eluida com 200 mL de
hexano:acetato de etila (5:1).

O composto isolado foi caracterizado por meio de andlise no infravermelho,
espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
(RMN de 'H e de **C), COSY, HETCOR, HMBC e HMQC. Paraandlise en CG-EM
utilizou-se uma coluna cromatografica DB-1 (30 m, 0,25 mm; 0,25 COJm). O fluxo de
gas de arraste (He) foi 1,6 mL/min. A temperatura utilizada do injetor foi 290 °C e da
interface 290 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 80 °C, programada pasra
aumentar 4 °C. min*, até atingir 285 °C, permanecendo constante por 4 min.
Utilizou-se razdo de split 1/5 e o tempo total de andlise foi de 96 min. A razdo
massa/carga variou entre 30 e 600.

A fracdo CAE(4):5-11 também foi aplicada em placa preparativa, a qua foi
eluida com hexano:acetato de etila (6:1) resultando no isolamento de um composto
denominado CAE(6):1.
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2.3.3. Determinacdo dos constituintes quimicos da fracdo CAE(1):3

A amostra CAE(1):3 também foi fracionada por CC (Figura 3C) e utilizou-se
como eluente 5 L de hexano:acetato de etila (6:1) e 5 litros de hexano:acetato de etila
(1:1). As fragbes obtidas CAE(8):1-19, CAE(8):20-21 e CAE(8):22-31, foram
analisadas por cromatografia em fase gasosa. Cerca de 50 mg de cada amostra foram
dissolvidas em 0,5 mL de cloroférmio, sendo injetado no cromatégrafo somente 1
OL. Utilizou-se uma coluna DB-1 (30 m, 0,25 mm; 0,25 Om). O fluxo de gas de
arraste (He) foi de 1,6 mL.min™. A temperatura utilizada do injetor foi 290 °C e da
interface 290 °C. A temperaturainicial da coluna foi de 80 °C, 4 °C por minuto até
atingir 285 °C , permanecendo constante por 4 minutos. Utilizou-se razéo de split
1/10. O tempo total de andlise foi de 96 min.

A fracdo CAE(8):22-31, aém de ser analisada por CG, foi também submetida
a fracionamento por CC de silica gel, utilizando-se como €luente 1,6 L de
hexano:acetato de etila (7:1) e 1 L de hexano:acetato de etila (4:1) e, como fase
estacionaria, 14 g de silica gel. Este fracionamento resultou no agrupamento de trés
novas fragoes, conforme Figura 3C. A fracdo CAE(9):21-50, foi submetida a CPr,
utilizando-se uma placa preparativa de silica gel (20 x 20 cm) com 1,0 mm de
espessura. Essa placa foi eluida com 200 mL de hexano:acetato de etila (6:1),

resultando no isolamento de um composto fluorescente, denominado CAE(10):1.

2.3.4. Analise de &cidos graxos e triacilgliceridios, por cromatografia em fase

gasosa, presentes nasfragdes CAE(1):1 e CAE(1):2
2.3.4.1. Transesterificacdo de ésteres de acidos graxos para obtencdo de seus
respectivos éster es metilicos, utilizando metéxido de sddio/metanol

Em um tubo de ensaio, colocou-se 20 mg da amostra CAE(1):2 e 0,5 mL de

THF (tetraidrofurano). Em seguida, foi adicionado 1 mL de metéxido de sddio a 0,5

M (60 mg de sodio metdlico e 5 mL de metanol anidro). O tubo foi aquecido, em
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banho maria, durante 20 min. a 50 °C. Ap6s o aguecimento, foi adicionado ainda ao
tubo de ensaio 50 [JL de &cido acético e, posteriormente, 3 mL de &gua. Em um funil
de separacdo, os ésteres metilicos foram, entdo, extraidos com 5 mL hexano (por
duas vezes). A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio anidro (NaSO,).
Submeteu-se 0 material afiltragem, seguida da remocgado do solvente por destilacdo a
pressdo reduzida em evaporador rotativo. Posteriormente, a fracdo obtida foi
dissolvidaem 0,25 mL de hexano, para suainjegdo em cromatografo de fase gasosa.
Para analise por CG-EM utilizou-se coluna cromatografica DB-5 (30 m, 0,32;
0,25 Om). O fluxo de gés de arraste (He) foi 1,6 mL.min™. A temperatura utilizada
do injetor foi 220 °C e da interface 240 °C. A temperaturainicial da coluna foi de 60
°C, aumentando de 3 °C. min™ até atingir 290 °C, permanecendo constante por 26
min., resultando num tempo de andlise de 102 minutos. Utilizou-se razdo de split

1/30 e arazéo massa/carga variou entre 30 e 350.

2.3.4.2 Esterificacdo de &cidos graxos utilizando BFs/metanal

Em um tubo de ensaio, colocou-se 20 mg da amostra CAE(1):1 ou CAE(1):2
e em seguida adicionou-se 1,0 mL de BF; (trifluoreto de boro)/metanol (14% de BF;
em metanol). Posteriormente, o tubo foi aguecido, em banho maria, por 20 minutos
a 60 °C. ApGs seu resfriamento, a extracdo foi realizada com 12 mL de hexano. A
fase organica obtida foi, entdo, lavada com 10 mL de solucdo saturada de NaCl (por
duas vezes) e seca com sulfato de sodio anidro. O material foi entdo filtrado e
concentrado em evaporador rotativo. Os ésteres metilicos assm obtidos foram
dissolvidos em 1,0 mL de hexano, para posterior injecdo em cromatografo em fase
gasosa.

A andlise em CG-EM foi realizada nas condic¢des descritas no item 2.3.4.1.
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2.4. Bioensaios

2.4.1. Inibicdo do desenvolvimento radicular de alface (Lactuca sativa) em placa
de Petri

Ensaios biolégicos foram realizados, a fim de sistematizar o estudo das
fragOes. Para isso, realizou-se primeiramente o teste de difusdo em meio sélido com
os extratos CAE e CE e, com as fragdes CAE(1):1, CAE(1):2, CAE(1):3, CAE(1):4,
CAE(1):5, CAE(1):6, no qual utilizou-se semente de alface e metodologia citada na
literatura (EINHELLIG, 1983). A parcela experimental constituiu-se de placas de
Petri, de 9 cm de didmetro, contendo 1 disco de papel filtro e 20 sementes cada. Os
tratamentos consistiram de solugbes dos extratos e fragdes, em metanol, na
concentracdo de 100 e 1000 ppm, além da testemunha, tratada apenas com metanol.
Para isso, foram distribuidas nas placas, aiquotas de 2 mL de cada solucdo e, estas
foram levadas a capela, a temperatura ambiente, para a completa evaporagéo do
solvente. Posteriormente, foram dispostos sobre papel filtro 20 sementes da planta
teste e adicionados 2 mL de é&gua destilada. As placas foram vedadas e
acondicionadas em camara climética MA 402 (Marconi), a temperatura de 25 ° C,
sob [dampada fluorescente (8 x 40 Watts). O processo de inibi¢cdo da germinacgéo foi
acompanhado, em intervalos de 24 h, por um periodo de trés dias e, ao final deste
periodo, todas as raizes foram medidas para se avaliar 0 crescimento dstas. As
porcentagens de inibicdo foram calculadas com base nos dados obtidos nos
experimentos controles, realizados nas mesmas condic¢des dos tratamentos.

Todo o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 5 repeticbes. As andlises edtatisticas foram redlizadas através de
comparacoes pelo Teste de Tukey.
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2.4.2. Bioensaio para determinacdo do potencial herbicida do extrato CAE e CE,
utilizando-se as espécies Lolium multiflorum, Amaranthus hypochondriacus,

Physalis ixocarpa e Trifolium alexandrinum

Os extratos CAE e CE foram testados no crescimento e germinagdo de quatro
espécies padrdes, sendo duas monocotiledéneas (Lolium multiflorum e Amaranthus
hypochondriacus) e duas dicotiledéneas (Physalis ixocarpa e Trifolium
alexandrinum). As sementes das espécies testadas foram obtidas no Mercado
Central, México DF, México e pré-selecionadas por uniformidade, sendo que aquelas
fora do padrdo, ou danificadas, foram descartadas (MACIAS et al., 2000c). As
sementes foram dispostas em placas de Petri, de 9 cm de didmetro, contendo 1 disco
de papel filtro Whatman n°1, como suporte e, 50 sementes em cada placa. A solugéo
estoque de cada extrato foi preparada usando 20 mM de DMSO como agente
solubilizante. Esta solucéo foi entdo diluida obtendo-se as solucdes a 50 e 100 ppm.
Em cada placa foram adicionados 10 mL da solugéo teste ou do controle. O controle
foi preparado com agua deionizada e as mesmas concentractes de DM SO. As placas
foram vedadas e permaneceram acondicionadas no escuro a 25 °C. Em todos os
casos, os valores de pH foram gustados para 7,0 com 1 N NaOH.

O processo de inibicdo da germinacdo foi acompanhado por um periodo de
dois dias e, ao final de cinco dias, todas as raizes e caules foram medidos para se
avaliar o crescimento destes érgaos. As porcentagens de inibicdo foram calculadas
com base nos dados obtidos nos experimentos controles, realizados nas mesmas
condicOes dos tratamentos. Portanto, zero representa o controle, valores positivos
representam estimulo e negativos representam inibicdo da variavel estudada. Cada
tratamento foi realizado com 4 repeticdes e, totalmente ao acaso. As andlises
estatisticas das variaveis quantitativas foram submetidas a andlises de variancia e

realizaram-se comparagdes pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05.
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2.4.3. Avaliacdo da sintese de ATP

Um dos biocensaios utilizados para se determinar a fitotoxicidade de
compostos candidatos a herbicidas é o teste de determinacdo da sintese de ATP em
cloroplastos isolados de espinafre (ACHINE et al., 1999a). Para a realizacdo deste
bioensaio os cloroplastos foram isolados a partir de folhas de espinafre (Spinacea
oleracea L) conforme metodologia descrita por ACHINE et al. (1999b) . A extracdo
dos cloroplastos foi realizada em folhas livres da nervura central e das extremidades
basal e apical (25 g) que foram trituradas em liquidificador e submetidas a extracéo
com 100 mL do seguinte meio: 400 mmol L™ de sacarose, 5 mmol L™ de MgCl,, 10
mmol L™ KCl e 30 mmol L™ K+ -tricinaem pH 8,0 (1 mol L™ KOH). O meio foi
homogeneizado e filtrado com o auxilio de quatro camadas de gaze. O filtrado foi
centrifugado (3500x), 0 sobrenadante eliminado e o solido contendo os cloroplastos
dissolvidos em 1 mL de meio constituido por: 100 mmol L™ de sorbitol, 20 mmol L°
! de KCI, 5 mmol L™ de MgCl, e Immol L™ K+-tricina em pH 8,0 (1 mmol L™
KOH).

Para determinar a concentragcdo da clorofila foram pipetados 50 [OL da
solugcdo de cloroplastos para um tubo de centrifuga contendo 3 mL de acetona. A
amostra foi mantida no escuro por cinco minutos e depois submetida a centrifugacdo
clinica. Foram feitas medidas de absorvancias do sobrenadante nos comprimentos de
onda de 645 e 663 nm (ROMAGNI et al., 2000). Finamente, a concentracdo de

clorofilafoi calculada utilizando-se a seguinte férmula:

Clorofila(OgmL™) = 20,2 (Aess) + 8,02 (Aees)

Foram realizados ensaios para avaliar a inibi¢do causada pelos extratos CAE,
CE, e pelas fragdes CAE(1):1, CAE(2):2, CAE(1):3, CAE(1):4, CAE(1):5, CAE(1):6
e CAE(5):1 nasintese de ATP (ACHINE et al. 1999b). Para esta avaliagdo os dados
foram medidos, com o pH gustado entre 8 e 8,1, usando uma combinagdo de
microeletrodos conectados a um potenciémetro, Corning Potentiometer, com escala
expandida. O meio de reaco utilizado foi: 20 Og mi™* de clorofila, 100 mmol L™ de
sacarose, 5 mmol L™* MgCl, .6H,0 , 10 mmol L™ KCI, 1 mmol L™ K*-tricina, pH 8
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(1 mmol L KOH), na presenca de 1 mmol L™ ADP e 3 mmol L™ KH,PO,. A
reac3o iniciou-se com iluminacdo saturada de 350 Watts. Nesse meio, 100 Omol L™
de paraquat dicloreto (dicloreto de 1,1'-dimetil-4,4 -bipiridinio) foi usado como
aceptor de elétrons para a sintese de ATP. Para avaliar a agdo das amostras na
inibicdo da sintese de ATP, estas foram adicionadas a0 meio reacional em
concentracdes de até 300 Og L™ e as medidas comparadas com o controle (1200
Omol L* ATPmg Chl b,
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Obtencéo dos extratos com acetato de etila (CAE) e etanol (CE) e avaliacao
da atividade fitotdxica dos mesmos

O arroz colonizado com o fungo C. cassiicola foi submetido a extracoes
sucessivas, com acetato de etila e hexano, em aparelho do tipo Sohxlet. Desta forma,
obteve-se 202 g de CAE e 365 g de CE. Ambos os extratos apresentavam
consisténcia pastosa, coloracdo amarronzada e odor caracteristico. Como forma de
orientar o estudo dos extratos obtidos utilizou-se o teste de inibicdo do

desenvolvimento radicular de plantas de alface (Lactuca sativa L.).

3.2. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nas fracbes CAE(1):1 e
CAE(1):2

Pelo espectro no infravermelho da fragcdo CAE(1):1 (Figura 4) observou-se a
presenca de bandas caracteristicas de &cidos graxos (O C-H em 2923 e 2852 cm™, [J
C=0em 1708 cm™, OsC-H em 1470 cm™ e Os(CH,)n; >4 em 720 cm™). Verificou-
se ainda uma banda fraca de absorcdo em 1740 cm™, sugerindo a presenca de
pequena quantidade de triacilglicerideo na amostra. Pelo espectro no infravermelho
da fracdo CAE(1):2 (Figura 5) observou-se a presenca de bandas caracteristicas de
&cidos graxos (0 C-H em 2923 e 2852 cm™*,0 C=0 em 1710 cm™ ; O C-O em 1166
cm?; Os C-H em 1470 cm™ e O (CHo),; >4 em 720 cm™). Todavia, pela Figura 5,
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observa-se também a presenca de triacilglicerideos caracterizados pela banda forte de
absorcdo em 1740 cm™ na amostra. A banda de intensidade fraca em 3007 cm™
indica a presenca de insaturacoes (ligacOes duplas) nos constituintes dessas fracoes.
Essas fragOes foram esterificadas por tratamento com trifluoreto de boro em metanol
(BFs/metanol) tendo todos os seus constituintes derivados de acidos e ésteres graxos
convertidos em seus respectivos ésteres metilicos e em seguida submetida a analise
por cromatografia em fase gasosa. Para isso utilizou-se um cromatografo com
detector de ionizacdo de chamas e outro com detector de massa. A identificaggo dos
compostos foi feita também comparando-se os tempos de retencéo com os de varios
padrdes de ésteres metilicos injetados separadamente, conforme mostrado na Figura
6. Pela andlise do cromatogramas das Figuras 6, 7 e 8 foi possivel identificar na
fracBo CAE(1):1 e CAE(1):2 os seguintes ésteres metilicos: (1) miristato de metila,
(2) pamitoleato de metila, (3) palmitato de metila, (4) linoleato de metila, (5)
linolenato de metila, (6) estearato de metila e (8) icosonoato de metila, conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Correlacdo entre os tempos de retencdo de padrfes de ésteres metilicos
com aqueles obtidos para as amostras CAE(1):1 e CAE(1):2, apos tratadas com
BFs/metanol

n°dec: padroes CAE(D): CAE(1):2
insaturacoes TR TR area % TR area %
C14.0 37,892 (1) | 37,822(1) 1,2 37,827 (1) 0,7
ci16:1* | - 2 | - 44,242 (2) 0,6
C16:0 45,029 (3) | 45,009 (3) 46,7 45,043 (3) 25,0
C18:2 50,515 (4) | 50,484 (4) 92 50,557 (4) 30,0
C 183 50,728 (5) | 50,698 (5) 26,4 50,761 (5) 28,1
C18.0 51,585 (6) | 51,532 (6) 13,9 51,546 (6) 6,7
e IS (7) | 50,865 (7) 14 50,894 (7) 1,7
C20:0 57,566 (8) | 57,539 (8) 0,7 57,544 (8) 0,2

* Este &cido foi identificado segundo a biblioteca do programa Willey 229.00.

** Egte &cido ndo foi identificado devido afalta de padréo.
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Figura 6. Cromatograma dos padrdes injetados de ésteres metilicos em CG-M S (coluna DB5).
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Figura 7. Cromatograma dos ésteres metilicos obtidos apos esterificagdo da fracdo CAE(1):1, com BF3/
MeOH e separacéo destes por cromatografia em fase gasosa (coluna DB5).
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Figura 8. Cromatograma dos ésteres metilicos obtidos apds esterificagdo da fragdo CAE(1):2, com BFs/ MeOH e

separacao destes por cromatografia em fase gasosa (coluna DB5).
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Os ésteres metilicos identificados nas fragbes CAE(1):1 e CAE(1):2
representam cerca de 98 e 91% das amostras. Sendo assim, fica evidenciado que a
grande atividade fitotdxica apresentada por estas fracdes e que foram observadas no
teste de sintese de ATP é, provavelmente, devido a presenca de &cidos graxos. As
fracbes CAE(1):1 e CAE(1):2, no teste de inibicdo do crescimento da raiz de alface,
reduziram em aproximadamente 35 e 37 %, respectivamente, 0 seu desenvolvimento
mostrando novamente sua fitotoxicidade.

Portanto, as fragdes CAE(1):1 e CAE(1):2 de C. cassiicola isolado de planta
de tomateiro mostrou tratar-se, na sua maioria, de uma mistura de écidos graxos e
triacilglicerideos com grande atividade fitotoxica. Todavia, deve-se chamar a atencéo
para o fato de que a fragdo CAE(1):2, quando analisada por CCD sob luz UV (0=
360 nm), revelou a presenca de uma substancia fluorescente (Rf= 0,30, CHCL 3), que
foi isolada, conforme discutido a seguir.

Entretanto, considerando que a fracdo CAE(1):2 € formada em grande parte,
por triacilglicerideo conforme evidenciado pela forte banda de absorcdo em 1740
cm'?, esta fraggo foi tratada com metéxido de sddio/metanol visando identificar com
mais detalhe a sua composi¢cdo, uma vez que os acidos graxos ndo sdo esterificados
com este reagente.

Pela andlise dos cromatogramas (Figuras 6 e 9) foi possivel identificar nesta
fracdo os seguintes ésteres metilicos: (1) miristato de metila, (2) palmitoleato de
metila (3) palmitato de metila, (4) linoleato de metila, (5) linolenato de metila, (6)
estearato de metila e (8) icosonoato de metila, apresentados na Tabela 2.

Os ésteres metilicos identificados somam 90% da amostra injetada, o que
demonstra sua grande contribuicdo na fitotoxicidade desta fragdo. Desta forma, pode-
se concluir que estes compostos sdo uma parcela significativamente importante, que
contribui na diminuicéo da taxa de crescimento das sementes de alface e na inibicdo
da sintese de ATP, como foi verificada anteriormente para a fracdo que lhes deu
origem.

Estudos atuais tém revelado que os &cidos graxos tém um importante papel na
esporogénese de fungos (CALVO et al., 1999). C. cassiicola reproduz-se
assexuadamente formando conidios que derivam de estruturas chamadas
conidiéforos. Tais esporos sGo0 um excelente meio de propagacdo e servem como
uma forma de in6culo priméario. O é&cido linoléico tem efeito esporogénico

comprovado em Neurospora crassa (ROEDER et al., 1982) e Aspergilus sp.
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(CALVO et al., 1999). Em A. flavus e A. parasisiticus observou-se um incremento
no desenvolvimento de conidios. Segundo CALVO et al. (1999), esses resultados
sugerem que o &cido linoléico e/ou seus derivados podem conservar sinais
moleculares que modulam a esporulagdo em fungos. Por outro lado, esses mesmos
acidos graxos podem ser muitas vezes toxicos para espécies vegetais, como pdde ser
comprovado por TSO (1964). Este autor relatou que acidos graxos insaturados
podem inibir o desenvolvimento de gemas axilares em tabaco. O &cido linoléico e
oléico destroem tecidos de folhas maduras e gemas axilares quando aplicados nesta
planta. ALSAADAWI et al. (1983) identificaram acidos graxos em Polygonum
aviculare com acdo fitotdxica contra Cynodon dactylon: acido miristico, acido
palmitico, &cido linoléco, &cido estedrico e &cido icosandico que também foram
isolados em C. cassiicola. Segundo este autor, os sais de sodio dos &cidos citados
acima inibiram significativamente o crescimento das raizes de C. dactylon nas
concentragoes de 5, 10, 30 e 50 ppm. Observou-se ainda que o0 incremento nas duplas
ligacBes aumentava a sua toxicidade. Outra constatacdo foi que estes acidos graxos
apresentavam relativa resisténcia a decomposi¢ao e permaneciam no solo por tempo
suficiente para afetar o crescimento de plantas e microorganismos, pelo menos até a
proxima estacdo. Esta alta resisténcia certamente confere aos organismos que

produzem tais &cidos vantagens competitivas e adaptativas.

Tabela 2. Correlacdo entre os tempos de retencdo de ésteres metilicos com agueles
obtidos paraaamostrada fracdo CAE(1):2

padroes CAE(1):2
N° de C : insaturactes TR TR area%
C 140 37,892 (1) 37,828 (1) 0,86
cle1rx | - 2 44,245 (2) 1,48
C16:.0 45,029 (3) 45,044 (3) 24,43
C18:2 50,515 (4) 50,533 (4) 17,99
C183 50,728 (5) 50,770 (5) 33,53
C18.0 51,585 (6) 51,556 (6) 9,12
N I ) 50,898 (7) 1,54
C20:.0 57,566 (8) 57,541 (8) 3,32

* Este &cido foi identificado segundo a biblioteca do programa CG-EM Post run Analysis.

* * Este acido ndo foi identificado devido afalta de padréo.
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Figura 9. Cromatograma dos ésteres metilicos obtidos ap0s transesterificacdo da fragdo CAE(1):2 com
MeONa/MeOHM e senaracan destes nor cromatoarafia em fase adasnsa (coliina DRR).
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3.3. Fracionamento por cromatogr afia em coluna de CAE(1):2 e CAE(1):3
3.3.1. Isolamento e identificagdo do composto CAE(5):1 da fracdo CAE(1):2

A fragdo CAE(1):2 foi anteriormente esterificada e analisada por CG-EM,
sendo possivel identificar, na sua maioria, ésteres de &cidos graxos, por comparacao
com padrdes de ésteres metilicos destes.

Parte da fragdo CAE(1):2, constituida principamente de ésteres de acidos
graxos, foi tratada com solucéo de NaOH (2 M), para facilitar a separacéo de um de
seus constituintes, cujo Rf era muito préximo daquele dos ésteres graxos. Apéds
tratamento com solucdo de NaOH, a fracdo dissolvida em 10 ml de éter etilico foi
transferida para um funil de separacéo, onde observou-se a separacéo de duas fases.
A fase orgénica contendo um composto fluorescente foi denominada de CAE(3):1 e
a fase aguosa, contendo sais de &cidos graxos, foi denominada de CAE(3):2. A
fracéo CAE(3):2 foi tratada com HCI para obtencéo dos respectivos acidos graxos, 0s
quais foram caracterizados por IV (Figura 10) onde observou-se a presenca de
bandas caracteristicas de ésteres de &cidos graxos (0 C=0 em 1738 cm™ ; 0 C-O em
1101 cm™; O C-H em 2925 e 2853 cm™; 0s C-H em 1461 cm™ e O (CHy)n; n>4 em
720cm™) e 0 O-H em 3443 cm™

Na fragcdo CAE(3):2 foi observado um composto fluorescente que motivou o
fracionamento da mesma. Varias colunas em série foram usadas. As preparactes das
colunas eram baseadas em CCD e luz ultravioleta, bem como o monitoramento da
eluicéo da coluna. O composto isolado, CAE(5):1, apresentou uma coloragéo azulada
sob luz ultravioleta de comprimento de onda 365 nm que se tornava negro ao ser
revelado com soluc&o de &cido fosfomolibidico. O referido composto apresentou um
RF=0,30, quando analisado por CCD, usando como eluente o cloroformio. A andise
da amostra por espectroscopia de massa (Figura 11) mostrou que o composto em
questdo apresentava massa molecular igual a 392 e ion molecular de moderada
abundancia. Pela observacdo da massa do composto foi possivel determinar sua
formula molecular como CygH400. Sendo o materia de origem fungica, devido ao
numero de carbonos (Cys) e pelo indice de deficiéncia de hidrogénio (indice=9) foi

possivel sugerir a natureza esteroidal da molécula, que pdde ser confirmada
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posteriormente. A sua natureza fluorescente sugere a presenca de duplas conjugadas
(Figura 12).

Pelo espectro no infravermelho (Figura 13), contatou-se uma banda forte
carbonilica em 1665 cm™, compativel com a presenca de um grupo cetona -0
insaturado.

Analisando o espectro de RMN *3C (Figura 14) constatou-se a presenca de 28

sinais. Pode-se confirmar a presenca de carbonila [0-00 em O 199,5. Em [0 1244
observa-se 0 sina do carbono metinico C4. Verifica-se também a presenca de C23
em [0 1244, C 24 em [0 42,8 e C25 em [ 30,0. Segundo o espectro de DEPT
contam de 6 grupos metilicos, 6 carbonos metilénicos e 10 carbonos metinicos e 6
carbonos ndo hidrogenados. O espectro de RMN *H (Figura 15) apresenta sinais
referentes aos hidrogénios de 6 metilas (CHs) alifaticas na regido de 00 0,82-1,05
(Figura 16), sendo que em [J 0,82 verifica-se um dupleto com J=5,1 Hz referente a
H26, em [I: 0,84 verifica-se um dupleto com J=4,8 Hz referente a H-27, em [0 0,92
verifica-se um dupleto com J=6,9 Hz referente a H-28, em [0 0,96 verificase um
simpleto referente a H-18, em [ 0,99 verifica-se um simpleto, referente aH-19 e em
0 1,05 verificou-se um dupleto com J=6,6 Hz, referente a H-21. Observou-se, ainda,
naregido de [I: 1,20-2,60 um conjunto de sinais atribuidos aos hidrogénios alifaticos.
Em O 5,23 verificou-se um multipleto integrando para 2 hidrogénios referentes a H-
22 e H-23. Na regido de hidrogénios olefinicos observa-se um simpleto em [0 5,73
referente a H-4. Em [ 6,03 verifica-se um dupleto integrando para um hidrogénio
que pode ser atribuido a H-6, que acopla com H7, um dupleto observado em [ 6,6,
com J=9,6 Hz.
Pela fragmentacéo do composto (Figura 11), observada pelo espectro de massss, fica
evidente que se trata de um esteréide com 4 anéis e 5 duplas ligagBes. O pico
observado em m/z=268 € atribuido ao fragmento originado de uma clivagem na
cadeialateral do referido composto e um rearranjo (Figura 17).

Através de comparacdes de dados de RMN de **C e de RMN de *H obtidos
da literatura com aqueles das Figuras 14 e 15 e os dados da Tabela 3, obtidos para o
composto isolado (CAE(5):1), foi possivel elucidar sua estrutura, como ergostatetra-
4,6-8(14),22-en-3-ona (Figura 12) o qual j4 havia sido isolado anteriormente
(CHOBOT et al., 1997; COOKS et al., 1970; INMING et al., 2001; KAWAHARA
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et al.,, 1994) e também de outros fungos tais como: Acremonium coenophialum
(DAVIS et al.,, 1986), Alternaria alternata (SEITZ & PAUKSTELIS, 1977),
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Figura 12. Formula estrutural do composto CAE(5):1, ergostatetra- 4,6-8(14),22-en-
3-ona.
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Figura 14 Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl5) do composto CAE(5):1 (ergostatetra- 4,6-8(14),22-en-3-ona).
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Figura 15. Espectro de RMN de *H (75 MHz, CDCl3) do composto CAE(5):1 (ergostatetra- 4,6-8(14),22-en-3-0na).
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H (75 MHz, CDCl3) da regifo compreendida entre 0,75-1,10 do composto CAE(5):1
(ergostatetra- 4,6-8(14),22-en-3-0na).
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Pleurotus ostreatus (CHOBOT et al., 1997), Tuber indicum (JNMING et al., 2001)
dentre outros. Assim, fica evidente que ergostatetra- 4,6-8(14),22-en-3-ona ocorre
amplamente em fungos. Os esterdides podem atuar como constituintes de
biomembranas e, possivelmente, também como precursores de hormonios esteroidais
ou fitoalexinas (JNMING et al., 2001). No entanto, maiores investigagoes para se
determinar sua verdadeira fungcdo se fazem necessdrias. Este composto foi, também,
identificado em farinha de trigo mofada, armazenada em condicdes varidveis de
temperatura e umidade. Desta forma, a deteccdo do composto ergostatetra-4,6-
8(14),22-en-3-ona pode servir para indicar estagios iniciais de danos produzidos
pelo mofo em cereais armazenados sob condic¢des adversas (COOKS et al., 1970).
Outra ocorréncia deste composto pode ser verificada em Acremonium coenoplhialum
um fungo endofitico de graminea e que esta relacionado com a “sindrome de verdo”
exibidaem gado (DAVISet al., 1986).

3.3.2. Estudo da fracdo CAE(1):3:

As fracoes CAE(8): 1-19, CAE(8): 20-21 E CAE(8): 22-31, originadas da

fracGo CAE(1):3, foram analisadas pr CG o0 sendo possivel identificar
hidrocarbonetos (undecano, pentadecano, hexadecano), esterés metilicos (oleato de
metila, estearato de metila, linoleato de metila) e determinar a natureza esteroidal de
aguns compostos. Devido a grande quantidade de impurezas apresentada e da
complexidade das fracdes tornou-se inviavel aidentificaco de novas estruturas.
A fracdo CAE(8):22-31 demonstrou por CCD menor complexidade para separacéo
de seus congtituintes. Desta forma, foi eluida em coluna e a partir da fracdo obtida
CAE(9): 21-50 foi possivel isolar um composto, denominado CAE(10):1. Através de
analises espectroscopicas, foi constatado que se tratava do mesmo composto isolado
da fracdo CAE(1):2. Novamente, 0 composto ergostatetra-4,6-8(14),22-en-3-ona
(Figura 12) foi identificado como componente de outra fracéo.
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Tabela 3- Comparagdo dos dados de RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) do composto
CAE(5):1 com dados obtidos da literatura para o ergostatetra-4,6-8(14),22-en-3-ona.

Carbonos [*0 RMN ™ C (100 MHz)| **0 RMN * C (75 MHz) DEPT
1 34,9 34,0 CH;
2 18,9 18,9 CH;
3 199,2 199,5 C
4 122,9 122,9 CH
5 164,3 164,4 C
6 124,4 124,4 CH
7 133,9 134,0 CH
8 124,4 124,3 C
9 442 44,2 CH
10 36,7 36,7 C
11 25,3 25,3 CH;
12 21,21 21,19 CH;
13 34,0 29,6 C
14 156,0 156,1 C
15 35,5 35,5 CH;
16 27,6 27,7 CH;
17 55,6 55,6 CH
18 18,95 18,9 CHs
19 16,6 16,6 CHs
20 39,2 39,2 CH
21 21,1 21,1 CHg
22 134,9 134,9 CH
23 132,5 132,4 CH
24 42,8 42,8 CH
25 33,0 33,0 CH
26 19,6 19,9 CHs
27 19,9 19,6 CHg
28 17,6 17,6 CHg

* Dados obtidos de INMING et al., 2001.
** Dados obtidos do composto CAE(5):1.
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3.4. Bioensaios

3.4.1.Testedeinibicdo do desenvolvimento radicular de alface

O procedimento utilizado para avaliar o desenvolvimento radicular de alface
foi escolhido uma vez que é bastante utilizado nos trabalhos de determinacdo de
fitotoxicidade (MACIAS et al., 2000a; D'’ABROSCA et al., 2001; WU et al., 2002)
e, por ser a aface uma espécie muito sensivel que apresenta germinacéo rapida (Y U
e MATSUI, 1994) e respostas visiveis. Segundo COBB (1992), o “screening”
aleatdrio é, sabidamente, uma pratica de exceléncia que pode orientar a busca de
novos compostos com atividade herbicida.

Desta forma, redlizou-se 0 bioensaio para avaliar a inibicdo do
desenvolvimento radicular de alface provocada pelos extratos CAE e CE,
primeiramente a 100 ppm. Através dos dados obtidos ndo se constataram diferencas
significativas entre o controle e os extratos CAE e CE nesta concentracdo (Tabela 4).
Pelo teste de Tukey, observou-se que os valores de crescimento radicular ndo
diferiram estatisticamente. Portanto, a 100 ppm, os extratos ndo sdo capazes de
influenciar a germinacd ou O crescimento das sementes de alface de forma
significativa

Em testes realizados com os extratos CAE e CE, na concentragdo de 1000
ppm, ndo foram obtidas diferencas significativas entre os tratamentos controle/CE e
CE/CAE (Tabela 4). As interacdes dos valores de crescimento radicular para estes
tratamentos ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey. O tratamento com o
extrato CE foi 0 que apresentou maior similaridade com os outros dois tratamentos
(controle e CAE), o que torna seu nivel de inibicéo pouco consideravel. No entanto,
o tratamento com CAE, apresentou em relacdo ao controle um grau de inibicdo
consideravel. MACIAS et al. (1993), atestaram como significativa & inibicdo de 39%
do crescimento radicular de aface provocado por imperatorin isolado de folhas de
Pilocarpus goudotianus. Portanto, a 1000 ppm o extrato CAE foi capaz de
influenciar na germinacdo das sementes de alface, retardando em aproximadamente

37% sua taxa de crescimento. Desta forma, ficou evidente que o extrato menos



polar, CAE, por ser o mais ativo na inibi¢do do desenvolvimento radicular de alface
foi aquele escolhido paraseiniciar o fracionamento.

Tabela 4. Inibicdo do crescimento radicular de sementes de alface submetidas a
bioensaio de difusdo em meio sdlido, utilizando-se os extratos CAE e CE, a 100 e
1000 ppm

100 ppm 1000 ppm
tratamento comprimento % inibicdo comprimento das % inibigéo
das raizes (cm)* raizes (cm)*
controle 21A 21A
CE 19A 12,8 1,8 AB 16,0
CAE 16A 25,2 1,3B 37,6

* M édias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P=0,05).

3.4.2. Avaliacao dainibicédo da sintese de ATP pelos extratos CAE e CE

Os extratos CE e CAE foram submetidos a testes para avaliacéo da atividade
sobre a sintese de ATP, em cloroplastos frescos isolados de folhas de espinafre. A
sintese de ATP, no cloroplasto, € catalizada pela H+-ATPase associada com as
membranas do tilacide (ACHINE et al., 1999a). Os cloroplastos podem sintetizar
ATP, através do transporte de elétrons aciclico, com concomitante sintese de O, e
NADPH, ou pelo transporte de elétrons ciclico, o qual ndo utiliza nenhum substrato,
e nenhum outro produto, além de ATP é formado (BUCHANAM et al., 2000). Com
o intuito de confirmar a atividade fitotéxica da fracdo CAE realizou-se, também, o
bioensaio para avaliar uma possivel inibicéo da sintese de ATP.

Os extratos CE e CAE do fungo C. cassiicola apresentaram efeito fisiol 6gico,
na sintese de ATP, em cloroplastos de espinafre. No entanto, como pode ser
observado na Figura 18, o extrato CAE foi mais ativo nainibicdo da sintese de ATP
do que o extrato CE. Os extratos CAE e CE causaram uma reducdo em 50% da
atividade de sintese de ATP a 21,5 ppm e a 67 ppm, respectivamente. Observou-se,
ainda, uma inibicdo de 100% na sintese de ATP, a 76 ppm, provocada pelo extrato
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CAE. Ja o extrato CE, apresenta valores proximos a zero, ou sgja, uma inibicédo total
da sintese de ATP numa concentragéo acima de 200 ppm. Desta forma, pode-se notar
gue uma atividade t&o importante para a célula vegetal, como a sintese de ATP, pode
ser comprometida de forma efetiva pela aplicacéo, principalmente, do extrato CAE.
Este extrato demonstrou conter substancia(s) fitotoxica(s) potencialmente
interessante(s) do ponto de vista agrondémico. Este resultado confere com aquele
obtido para ainibicdo do desenvolvimento radicular de alface onde o extrato CAE foi
0 mais eficiente. No entanto, somente no teste de inibicdo do desenvolvimento
radicular de alface, na concentragdo de 1000 ppm, foi obtido resultado significativo.
A inibicdo numa concentracdo alta poderia estar relacionada com a solubilidade do
extrato, o qual foi solubilizado em metanol e, posteriormente, em agua. O extrato
mostrou-se soluvel em metanol, porém, ndo apresentou a mesma solubilidade em
dgua. Sendo assim, essa concentracdo a 1000 ppm pode ndo representar a
concentracdo real do extrato. Provavelmente, esperar-se-ia uma maior taxa de
inibicdo caso o extrato fosse totalmente solUvel em &gua. A necessidade de menor
concentragdo de extrato, no teste de sintese de ATP, pode também ser atribuida ao
fato de que aaplicacdo do extrato ocorre diretamente no meio reacional. No teste de
desenvolvimento radicular de aface o extrato precisa atravessar membranas, paredes
celulares, até penetrar na célula. Desta forma, a eficiéncia da sintese de ATP fica
aumentada, em relacdo ao teste de desenvolvimento radicular de aface. O extrato
CE, também se mostrou de grande valor, apesar da sua menor eficiéncia no bloqueio
dasintese de ATP.

3.4.3. Potencial herbicida dos extratos CAE e CE

Apesar dos testes realizados com alface e na sintese de ATP terem revelado
que os extratos CAE e CE apresentavam atividade inibitoria, suas atividades sobre as
espécies de plantas daninhas Lolium multiflorum e Trifolium alexandrinum e sobre as
espécies de plantas cultivadas Amaranthus hypochondriacus e Physalis ixocarpa
foram avaliadas. Desta forma, foram realizados bioensaios onde se determinou a
porcentagem de inibicdo sobre a germinacdo, o desenvolvimento da parte aérea e da

raiz.
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Figura 18. Avaliagdo da sintese de ATP dos extratos CAE e CE obtidos de
arroz colonizado com Corynespora cassiicola.

Como mostrado na Tabela 5, a 50 ppm o extrato CAE de C. cassiicola inibiu
0 crescimento da raiz de Physalis ixocarpa em 42% e a germinagdo em 37%. No
entanto, a 100 ppm, o extrato estimulou em 139% o crescimento daraiz e a 37% a
germinacdo. A parte aérea, nas concentracbes de 50 e 100 ppm, apresentou pouco
efeito ao extrato CAE . Em Trifolium alexandrinum (Tabela 6), o extrato CAE, a 50
ppm, provocou uma reducéo de 34% do crescimento daraiz, e de 21 e 20% sobre a
parte aérea e a germinacdo, respectivamente. Na concentracdo de 100 ppm o extrato
CAE inibiu somente araiz de forma significativa (29%). Nessa mesma concentracao
a inibicdo da parte aérea e da germinacdo pelo extrato ndo foi significativa. Em
Lolium multiflorum (Tabela 7), o extrato CAE a, 50 ppm, promoveu inibi¢éo de 44%
do crescimento da raiz, 27% da parte aérea e, ndo houve efeito significativo na
germinacdo. A 100 ppm observou-se um estimulo na germinacdo pelo extrato, porém
ndo houve um incremento significativo. A raiz e a parte aérea apds aplicacdo do
extrato a 100 ppm apresentaram valores de inibicdo préximos aos encontrados a 50
ppm (44% e 29%, respectivamente). Em Amaranthus hypochondriacus (Tabela 8),
uma dicotiledbnea, observou-se um efeito inibitério, ndo significativo, no
crescimento da raiz (11%) e na germinacéo (17%) apds aplicacdo do extrato na

concentracdo de 50 ppm. Na mesma concentracdo de CAE somente a parte aérea
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mostrou um estimulo no seu desenvolvimento, mas também ndo foi muito
expressivo. Na concentragéo de 100 ppm do extrato, a inibicdo do crescimento da
raiz, da parte aérea e da germinacéo das sementes de A. hypochondriacus ndo foram
significativos. Os valores encontrados para a inibicdo a 100 ppm foram inferiores a
15%.

Assim, o extrato CAE mostrou-se eficiente ao promover estimulo somente da
raiz da dicotileddnea P. ixocarpa, na concentracdo de 100 ppm. Os vaores de
inibicdo e estimulo em A. hypocondriacus ndo foram significativos. No entanto, a
atividade inibitéria do extrato foi mais significativa sobre as plantas daninhas
Physalis ixocarpa, T. alexandrinum e L. multiflorum. A 50 ppm, essas espécies
afetadas sofreram maior inibicdo o no desenvolvimento da raiz. A 100 ppm, em T.
alexandrinum e L. multiflorum, novamente a raiz foi & porcdo mais inibida pelo
extrato CAE. Em seguida, verificou-se para essas espécies 0 comprometimento da
parte aérea pelo extrato. Como foi verificado o extrato CAE inibiu principamente a
raiz, 0 que sugere que sua aplicacdo em pré-emergéncia poderia ser uma forma
eficiente de controle de espécies indesgjavels.

Da mesma forma, foi realizado o teste para se avaliar o potencial herbicida do
extrato CE utilizando-se espécies daninhas e cultivadas de monocotiledneas e de
dicotiledbneas.

O extrato CE do fungo C. cassiicola estimulou de forma eficiente o
crescimento da raiz de P. ixocarpa (Tabela 5), uma dicotiledbnea, sem afetar
eficientemente a parte aérea e a germinacdo, a 50 ppm. A 100 ppm, novamente o
extrato promove estimulo significativo do crescimento daraiz (125%), porém houve
umainibicdo da germinacdo em cerca de 33%. O extrato, porém ndo afetou de forma
expressiva a parte aérea nessa concentracdo. Esse extrato, no entanto, tem efeito
inibitério em outra dicotiledénea: T. alexandrinum (Tabela 6). Observou-se a
inibicéo sobre a germinacdo em aproximadamente 86%, e da parte aérea em cerca de
42%, ambos a 100 ppm. N&o se observou inibicéo significativa daraiz a 100 ppm. A
50 ppm, o extrato praticamente ndo interferiu de forma relevante nesta espécie. Na
espécie L. multiflorum (Tabela 7), o extrato promoveu inibicdo daraiz, da parte aérea
e da germinagdo, a 50 e 100 ppm. No entanto, somente sobre a germinacdo, na
concentracdo de 50 ppm, observou-se inibicdo considerével, com valor proximo a

58%. A 100 ppm, araiz (48%), a parte aérea (57%) e a germinacdo (54%) sofreu
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uma forte inibicéo pelo extrato CE. Finalmente, a 50 ppm, o extrato etandlico, em A.
hypochondriacus (Tabela 8), uma dicocotiledonea, estimulou o crescimento da raiz
em 25% e os valores obtidos para o estimulo no crescimento da parte aérea e inibicéo
da germinacédo nao foram significativos. A 100 ppm, houve uma maior ativagdo do
crescimento da raiz do que a 50 ppm , sendo que este aumentou cerca de 31%, em
relacdo ao controle. A parte aérea ndo sofreu qualquer ateracdo, em relacdo ao
controle, a 100 ppm. JA ainibicdo da germinacdo a 100 ppm , assim como ocorreu a
50 ppm, ndo foi expressiva.

Novamente, a atividade inibitéria do extrato CE foi mais significativa sobre
as plantas daninhas, a dicotiledonea T. alexandrinum e a monocotiledonea L.
multiflorum. Porém, esse efeito foi mais expressivo sobre a germinacéo para ambas
as espécies. Portanto, novamente as mesmas espécies de plantas daninhas se
mostraram sensiveis a aplicagdo de extrato. Comparando-se os efeitos das atividade
dos extratos CAE e CE, verificou-se que o extrato CE apresentou um melhor
desempenho, visto que os percentuais de inibicdo obtidos da sua aplicacdo foram
mais expressivos. No entanto, o extrato CAE também se mostrou interessante sobre o
ponto de vista fitotoxico. Segundo MACIAS et al. (2000c), uma taxa minima de
inibicdo de 40% poderia ser considerado de grande importancia sobre o ponto de

vista fitotéxico.

Tabela 5. Efeito do extrato em acetato de etila (CAE) e o extrato etandlico
(CE), a50 e 100 ppm, sobre o comprimento das raizes, da parte aérea e sobre

agerminacdo de sementes de Physalis ixocar pa*

Extrato Raiz (%) Parte aérea (%) Germinacao (%)
50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 2100 ppm

CAE -42 + 139 -13 -7 -37 +7

CE + 122 + 125 +4 -4 -11 -33

* +: estimulo; -: inibi¢do; O:controle.
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Tabela 6. Efeito do extrato em acetato de etila (CAE) e o extrato etandlico

(CE), a50 e 100 ppm, sobre o comprimento das raizes, da parte aérea e sobre

agerminacdo de sementes de Trifolium alexandrinumnm®*

Extrato Raiz (%) Parte aérea (%) Germinacao (%)
50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 2100 ppm

CAE -34 -29 -21 -13 -20 -6

CE +7 -12 +6 -43 -14 - 86

* +: estimulo; - inibi¢do; O:controle.

Tabela 7. Efeito do extrato em acetato de etila (CAE) e o extrato etandlico

(CE), a50 e 100 ppm, sobre o comprimento das raizes, da parte aérea e sobre

agerminacdo de sementes de Lolium multiflorum*

Extrato Raiz (%) Parte aérea (%) Germinacao (%)
50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 100 ppm

CAE -44 -44 -27 -29 -7 +4

CE -21 - 48 -6 - 57 - 58 -54

* +: estimulo; - inibi¢do; O:controle.
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Tabela 8. Efeito do extrato em acetato de etila (CAE) e o extrato etandlico

(CE), a50 e 100 ppm, sobre o comprimento das raizes, da parte aérea e sobre

agerminacdo de sementes de Amaranthis hypochondriacus*

Extrato Raiz (%) Parte aérea (%) Germinacao (%)
50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 100 ppm

CAE -11 -15 +7 -8 -17 -12

CE +25 +31 +6 0 -2 -15

* +: estimulo; -: inibicdo; O:controle.

3.4.4. Inibicéo do desenvolvimento radicular de alface das fragdes obtidas do
extrato CAE

Uma vez que o extrato CAE apresentou em todos os testes, maior atividade
gue o extrato CE, o mesmo foi submetido a fracionamento em coluna filtrante de
silica gel, resultando na obtencdo de seis fragbes. CAE(1):1; CAE(1):2; CAE(1):3;
CAE(1):4; CAE(1):5; CAE(1):6. Considerando que o teste de inibicdo do
desenvolvimento radicular de alface, como mencionado anteriormente, tem como
objetivo direcionar o estudo das fracbes, a medida que o extrato inicial foi sendo
fracionado, procurou-se realizar testes que poderiam aumentar a eficiéncia na busca
de fitotoxinas. Sendo assim, novamente foi utilizado o teste de desenvolvimento
radicular de alface afim de avaliar afitotoxicidade das fragdes CAE(1):1; CAE(1):2;
CAE(1):3; CAE(1):4, CAE(1):5e CAE(1):6.

As diferencas obtidas neste bioensaio ndo foram significativas para muitas
das fragOes obtidas a partir do extrato CAE, a 1000 ppm (Tabela 9). A fracdo
CAE(1):3 foi a que apresentou maior distanciamento em relagdo ao controle. Este
tratamento chegou a inibir em aproximadamente 42 % o crescimento radicular. As
fragbes CAE(1):1 e CAE(1):2, apesar de apresentarem-se estatisticamente similares a
demais, proporcionaram um ato grau de inibicdo do crescimento das raizes de
aface. As fragoes CAE(1):1 e CAE(1):2 afetaram em aproximadamente 35 e 37 %,
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respectivamente, o nivel de crescimento da aface. A similaridade dos outros
tratamentos torna seu nivel de inibicdo pouco significativo. Portanto, a 1000 ppm a
fracdo CAE(1):3, obtida do extrato CAE inibiu consideravelmente a alface,
acompanhado pelas fragdes CAE(1):1 e CAE(L):2.

Tabela 9. Inibicdo do crescimento radicular de sementes de alface submetidas a

bioensaio de difusdo em meio solido, das fracdes obtidas de CAE, a 1000 ppm

tratamento comprimento das % inibicéo
raizes (cm)*
controle 1,8 A
CAE(1):5 1,7 AB 3.8
CAE(1):4 1,6 AB 6,6
CAE(1):6 1,6 AB 8,3
CAE(1):1 1,1AB 35,5
CAE(1):2 1,1AB 37,2
CAE(1):3 1,0B 42,2

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P=0,05)

3.4.5. Avaliacdo dainibicéo da sintese de ATP pelas fracbes do extrato CAE

As fragOes obtidas do fracionamento em coluna filtrante foram submetidas
também ao teste de sintese de ATP para determinar sua possivel fitotoxicidade.

Na Figura 19, observa-se que as fragcbes do extrato CAE do fungo C.
cassiicola apresentaram efeito fisioldgico na sintese de ATP em cloroplastos de
espinafre. As fragdes do extrato CAE(1):1, CAE(1):2 e CAE(1):3 foram as mais
ativas na inibicdo da sintese de ATP, respectivamente. As fracbes CAE(1):4,
CAE(1):5 e CAE(1):6 ndo apresentaram valores significativos de inibigdo. As
fracbes CAE(1):1 e CAE(1):2, ocasionaram reducdo em 50% da atividade de sintese
de ATP a 15,5 ppm e a 21,9 ppm, respectivamente. Estas fracdes causaram uma
inibicdo total da sintese de ATP numa concentracdo acima de 100 ppm. Desta forma,
pode-se confirmar que a sintese de ATP pode ser comprometida de forma eficiente
pela aplicacdo do extrato CAE, de onde derivam estas fragOes. As fragbes CAE(1):1
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e CAE(1):2, portanto, sdo as mais importantes do ponto de vista fitotoxico, ja que
demonstraram conter substancia(s) fitotdxica(s).

A sintese de ATP pode ser inibida em qualquer etapa da cadeia transportadora
de elétrons. Deste modo, para elucidar 0 mecanismo de acdo sobre a fotossintese,
dever-se-iainvestigar seus efeitos sobre o transporte de elétrons (basal, fosforilagdo e
desacoplado) (ACHINE et a., 1999a; CHAVEZ et a., 2001). No entanto, a
concentracdo necessaria para as fragdes CAE(1):1, CAE(1):2 e CAE(1):3 afetarem a

sintese de ATP ja é um bom indicativo de consideravel atividade biol égica.

100 WR

80

Sintese 00
de ATP 60 - CAE(l)(il)
CAE(1):2
(%) [ CAE(1):3 °
20 - [0 CAE(1):4
CAE(1):5

20

0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

[ppm]

Figura 19. Avaliagdo da sintese de ATP das frages do extrato CAE
obtido de arroz colonizado com C. cassiicola.

3.4.6. Avaliacdo da inibicdo da sintese de ATP pelo composto ergostatetr a-4,6-
8(14),22-en-3-ona

Através de avaliacdo da sintese de ATP (Figura 20) observou-se inibicdo de
70% desta atividade, causada pelo composto ergostatetra-4,6-8(14),22-en-3-ona, a
200 ppm. A fotofosforilacdo pode ser afetada pela inibicdo da cadeia redox, o
complexo H+-ATPase ou por desacoplamento (ACHINE et al., 1999b). Para elucidar
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0 seu modo de agdo, novos testes devem ser realizados tais como: fluxo de elétrons,
liberacdo de prétons, etc. No entanto, este valor esta dentro de um espectro de acéo
de compostos considerados fitotoxicos. Uma vez que o composto ergostatetra-4,6-
8(14),22-en-3-ona é proveniente da fracdo CAE(1):2 de comprovada acdo fitotdxica,
devido a presenca de ésteres de é&cidos graxos, fica comprovada também a

participacao deste composto na toxicidade desta fragéo
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Figura 20. Avaliacdo da sintese de ATP do composto CAE(5):1, ergosta- 4,6-
8(14),22-tetraen-3-ona.

3.4.7. Avaliacdo da inibicdo da sintese de ATP pelas fracbes CAE(8): 1-19,
CAE(8): 20-21 E CAE(8): 22-31

As fragdes CAE(8): 1-19, CAE(8): 20-21 e CAE(8): 22-31 (Figura 21),
originadas da fragdo CAE(1):3, demonstraram uma atividade significativa na
inibicdo da sintese de ATP. Estas fracfes inibiram, a 50 ppm, cerca de 70, 80 e 65 %,
respectivamente. Estes resultados sugerem uma alta atividade fitotdéxica destas
fracbes. Nessas fracBes foram identificados hidrocarbonetos, esterés metilicos e

também, foi determinada a natureza esteroidal de alguns compostos. Novamente, a



presenca de acidos graxos e de esteréides nestas fragdes podem estar contribuindo
para sua fitotoxicidade.

O composto ergostatetra-4,6-8(14),22-en-3-ona (Figura 12) foi novamente
identificado, porém desta vez, da fracdo CAE(8):22-31, demonstrando que €ele
provavelmente pode ser um dos principais componentes do extrato CAE. Suataxa de
inibicdo da sintese de ATP, a 100 ppm, demonstra que ele também participa de

forma eficaz na atividade fitotdxica da fracdo na qual ele se encontra.
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Figura 21. Avaliagdo dasintese de ATP dos extratos CAE(8): 1-19,
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4. CONCLUSDES

Por meio de testes bioldgicos dos extratos do fungo Corynespora cassiicola
pode ser revelada sua fitotoxicidade e atribuir esta atividade aos acidos graxos e ao
esterdide isolado nas fragbes analisadas. As fracbes e os compostos isolado
submetidos a ensaios bioldgicos, apresentaram atividades fitotoxicas em teste
preliminares de germinacéo, crescimento de parte aérea, crescimento da raiz e sobre
asintese de ATP, sendo que outros testes deverdo ser realizados, posteriormente.

Uma vez identificados, os écidos graxos das fragbes CAE(1):1 e CAE(1)2,
sua contribuicdo na fitotoxicidade destas fragdes pode ser comprovada através de
bioensaios monitorados. O composto isolado ergostatetra-4,6-8(14),22-en-3-ona € de
ocorréncia comum em fungos e também apresentou atividade fitotoxica. Sua
presenca nas fragdes CAE(1):2 e CAE(1):3 pode indicar que ele contribui, de forma
significativa, natoxidez dessas fracoes.

A fragdo CE também mostrou conter substancias toxicas que deverdo ser,
posteriormente, isoladas e avaliadas sob ponto de vistafitotoxico.

Novos fracionamentos deverdo ser realizados, a fim de identificar compostos
gue possam atuar como substancias inibitorias do crescimento e desenvolvimento de
plantas. Os extratos do fungo C. cassiicola isolado de tomateiro apresentam uma
gama de metabdlitos, os quais ndo puderam ser totalmente explorados e, portanto,
novos estudos dever&o ser realizados no futuro.
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CAPITULO 2

ALTERACOESANATOMICASEM Lantana camaralL.(VERBENACEAE)
CAUSADAS POR Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) Wel. f. sp lantanae

1. INTRODUCAO

A Familia Verbenaceae € composta de cerca de 100 géneros e 2600 espécies
de distribuicdo pantropical e, somente um limitado nimero de espécies ocorre em
regides temperadas (CRONQUIST, 1981). METCALFE & CHALK (1957) e
SOLEREDER (1908) descreveram a anatomia da familia V erbenaceae com destaque
para alguns géneros dentre os quais inclui-se o0 género Lantana. JUDD et al. (1999)
contabilizou cerca de 150 espécies para 0 género Lantana. Lantana L. (do latim
lento), provavelmente, derivou de um ancestral de nome latim do género Viburnum,
0 qual assemelha-se nafolhagem e inflorescéncia (GHISALBERTI, 200).

O género Lantana é nativo da Américatropical e subtropical e, algumas poucas
espécies s30 nativas da Asia e da Africa tropical. Lantana camara L. (Figura 1), foi
levada do Brasil para a Holanda, e dai para outros paises da Europa, e para a
América do Norte (GHISALBERTI, 2000). Segundo SANDERS (1946), algumas
espécies de Lantana sdo utilizadas como plantas ornamentais, o que facilitou sua
dispersdo pelo mundo.

Lantana camara L., é uma planta daninha conhecida como lantana que infesta
milh&es de hectares de pastagens e terras produtivas em aproximadamente 47 paises

(HOLM et al., 1977). L. camara L. &, inevitavelmente, um problema e nenhum
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avanco significativo tem sido feito para 0 seu controle, por isso a planta esta se
espalhando mais a cada ano (SHARMA et. al., 1988). No Brasil, L. camara L. et
incluida em todas as listas de daninhas brasileiras, mas isso é devido quase
totalmente a toxicidade de suas folhas e sementes para muitos animais domeésticos
(BARRETO, 1995). L. camara L. € uma das dez mais nocivas daninhas do mundo,
sendo considerada toxica para animais e exercendo efeito alelopatico em vegetacéo
vizinha (SHARMA et. al., 1988). A planta ndo € comida facilmente pelo gado,
porém, 0 envenenamento ocorre comumente em tempo de seca, quando o gado
faminto € levado a pastar em éareas onde a planta ocorre. A intoxicacdo provoca
distarbio no figado ocasionando fotossensibilizacdo e ictericia, sendo responsavel
por perda do gado, devido a mortalidade, por abortos e tornainviavel a utilizagdo do
leite (SEAWRIGHT, 1963).

Tentativas de controle de L. camara L. tém sido feitas usando meios
mecanicos, quimicos e hiolégicos, 0s quais apresentaram limitado sucesso
(SHARMA et. d., 1988). Na Africa, tem se realizado vérios estudos na tentativa de
detectar insetos que seriam seus inimigos naturais (BAARS, 2003), enquanto que na
Austrdlia a liberacdo de inimigos naturais tem sido utilizada para o controle
biol6gico de L. camara L. (PALMER, 2000). Embora as tentativas de controle
biologico desta planta tenha envolvido exclusivamente insetos fitéfagos, existem
muitas doengas nessa planta daninha causadas por fungos que poderiam ser
aproveitados (BARRETO et al., 1995). Certamente, os fungos podem ser usados para
o controle de plantas daninhas, e em alguns casos, sG0 mais eficazes que 0s
herbicidas quimicos (TEMPLETOON & TEBEEST, 1979). Uma edtratégia
empregada para o controle de daninhas € a utilizacdo de bioherbicidas, produtos
bi otecnol 6gicos que oferecem uma aternativa ndo quimica para o controle de plantas
daninhas, com a vantagem de reduzir os residuos quimicos no ambiente. Desta
forma, com a reducéo do uso de herbicidas quimicos, seriam também reduzidos os
perigos para os humanos e para 0 meio ambiente (SAXENA & PANDEY, 2002).

Recentemente, PEREIRA & BARRETO (2000), relataram a ocorréncia do
fungo Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) Wei. atacando a planta daninha L.
camara L., sendo o fungo em lantana, posteriormente, reconhecido como especifico
para 0 género Lantana e identificado como Corynespora cassiicola f. sp. lantanae
/Ccl (PERREIRA et a., 2003) . As plantas foram encontradas em Estancia Betania e
Guaraguagu, no estado do Parana. Com base na observacdo da agressividade do
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fungo nesta planta, suspeitou-se que este produziria uma toxina hidrossoltvel de
natureza incerta (PEREIRA, 2001; PEREIRA et al., 2003). A primeira evidéncia de
uma substéncia fitotdxica produzida por C. cassiicola foi relatada por
ONESIROSAN et al. (1975). Segundo este autor, a alta viruléncia de determinados
isolados do fungo pode estar associada a capacidade genética de causar infeccdo e
produzir niveis relativamente altos de toxinas.

De acordo com PEREIRA (2001), foram observadas lesbes foliares em
individuos da espécie L. camara L., levando a desfolha da planta infectada. Esse foi
o primeiro relato da presenca de C. cassiicola, um fungo mitosporico, agente causal
da mancha alvo (Target Spot), nessa planta no Brasil. C. cassiicola é uma espécie
cosmopolita, especialmente abundante nos tropicos, onde atinge um grande nimero
de plantas hospedeiras sendo reconhecido como patégeno em caupi, pepino, meléo,
gergelim, soja, etc. (ELLIS, 1971). No entanto, alguns estudos tém indicado que C.
cassiicola é uma espécie complexa, incluindo populaces especificas em relacéo a
seus hospedeiros (ONESIROSAN et al., 1975; SILVA, et al., 1998; SPENCER &
WALTERS, 1969). Outras plantas de importancia econdmica, naqua C. cassiicola é
freqlientemente encontrado como patdgeno sdo: mandioca, mamao, seringueira e
tomate (ELLIS, 1971). No Siri Lanka, o fungo se espalhou em toda &rea de
producdo de borracha tornando-se a mais destrutiva doenca foliar nesta cultura no
pais. (SILVA et al., 1998).

Considerando-se que a natureza da interacdo patdgeno-hospedeiro no
patossistema C. cassiicola f. sp. lantanae x L. camara ndo foi ainda documentada
adequadamente, e considerando a potencia aplicacdo deste fitopatdgeno no controle
biologico desta espécie daninha, elegeram-se como objetivos deste trabalho avaliar
se as alteracbes anatdmicas, em folhas da espécie daninha L. camara L. provocadas
pelo ataque deste fungo, bem como avaliar a colonizag&o, os sitios de penetracéo e
de infeccdo desse fungo utilizando-se técnica de clareamento e microscopia de luz e
eletronica de varredura. As observacOes histopatol6gicas sao Uteis para analisar as
ateracOes decorrentes da infeccdo e compreender 0s possiveis mecanismos de
infeccdo. A utilizacdo da microscopia eetrénica de varredura tem sido uma
ferramenta Util para esclarecer as fases de pré-infeccdo e penetracdo do fungo,
permitindo a visualizagcdo da germinagdo, o direcionamento do tubo germinativo, a
formacao ou ndo de apressorio e ateragdes na superficie do hospedeiro (MCKEEN
& SVIRCEV, 1981).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao da suspensdo com conidios, suspensdo sem conidios e emulsiao

Os isolados de C. cassiicola f. sp. lantanae (RWB 01), foram obtidos da
Colecdo de Culturas Fungicas do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa onde se encontram depositados. Este isolado bem como os demais
desta colecdo permanecem acondicionados em vidros, contendo silica gel, e em
geladeira (DHINGRA & SINCLAIR, 1995).

As plantas adultas utilizadas de L. camara L. biétipo Ab (flores brancas), de
Queendand (Austrdia), também foram obtidas na colecdo de plantas testes da
Clinica de Doencas de Plantas.

Para a obtencdo da suspensdo de conidios e do filtrado (suspensdo sem
conidios), foram utilizados os procedimentos descritos por PEREIRA (2001). O
fungo foi cultivado em meio CVA (cado de vegetais &gar), em temperatura de
aproximadamente 25° C, em incubadora, por 15 dias. Para a obtencéo da suspenséo
de conidios, estes foram raspados em placa de Petri contendo o fungo, apds
adicionar-se cerca de 3 mL de solucédo de Tween 80 a 0,05% (polioxietileno sorbitan
mono-oleato, Isofar, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, realizou-se a filtragem do
produto obtido em gaze e, apds ser transferido para um erlenmeyer, a suspensao foi
mantida durante 4 horas, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente para se
aguardar a germinacdo dos conidios. Metade desta suspensdo foi reservada e a outra
metade foi filtrada em conjunto de filtro Milipore® (0,45um e 25mm de diametro),
obtendo-se assim, um filtrado sem conidios. A estimativa da concentracdo dos



conidios na suspensdo ndo filtrada foi feita retirando-se 1mL da suspensdo de inéculo
e contados em um hemacitdmetro.

Para a obtencdo da emulsdo foi utilizado o extrato CAE, obtido do arroz
colonizado com o fungo Ccl. Os fungos foram cultivados em meio de cultura de
vegetais-égar (CVA) a temperatura de aproximadamente 25 °C (PEREIRA, 2001).
Apbs seu desenvolvimento, discos da cultura do fungo foram retirados das placas e
semeados em sacos plasticos, contendo gréos de arroz comum tipo B, esterilizados.
Os gréos de arroz foram preparados da seguinte forma: 350 gramas de arroz foram
colocados em cada saco de polipropileno, sendo os mesmos, em seguida, umedecidos
com aproximadamente 150 mL de agua destilada e autoclavados a 120° C por 20
minutos. Apos esfriar, os sacos foram mantidos, por 10 minutos, em camara de fluxo
laminar sob luz UV germicida para garantir a esterilizacdo externa destes. Em
seguida, cada saco foi semeado com cinco discos da cultura do fungo de
aproximadamente 0,5 cm de didmetro. O semeio também foi realizado na camara de
fluxo laminar, onde os sacos foram deixados para evitar-se uma possivel
contaminagdo. Os sacos foram fechados com argolas de PVC, que foram
introduzidas em sua extremidade como um anel, para que se pudessem virar as
bordas dos sacos e possibilitar a introducdo do chumaco de algoddo. Em seguida,
forrou-se com jornal o chumago de algodéo, prendendo-o com gomas de borracha.
Assim, os sacos foram levados para camara com temperatura controladaa 25 + 3° C,
onde foram mantidos por, aproximadamente, 15 dias, até que a colonizagdo do arroz
fosse efetuada. O contelido dos sacos foi periodicamente revolvido pela pressao dos
dedos. O extrato foi preparado, por extragdo, com solvente acetato de etila em
aparelho tipo Sohxlet. e, concentrado sob presséo reduzida em evaporador rotativo.
Foram utilizados 20 mg do extrato CAE que foram solubilizadas em 2 mL de etanol.
Posteriormente, adicionaram-se 20 mL de &gua destilada, a fim de se obter uma

emulsdo a 1000 ppm.

2.2. Alteracbesfoliares

Para avaliar os mecanismos celulares envolvidos na interacdo fungo-

hospedeiro foram realizados cortes histolégicos de folhas de L. camara L.
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inoculados com Ccl, expostas ao filtrado de conidios ou a emulsdo preparada a partir
do extrato CAE. O experimento constou de 3 repeticOes, sendo cada repeticdo
constituida de uma planta na qual foram tratadas 7 folhas por planta. Como
tratamentos, foram administradas. 1) a suspensdo de esporos; 2) o filtrado derivado
da suspensdo de conidios (PEREIRA, 2001) e; 3) emulsdo do extrato CAE. De cada
planta foram pinceladas nas faces abaxial e adaxial das folhas. Estas plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro (Figura 2A), a 25 °C, durante 48 horas e, apds este
periodo, em casa de vegetacdo a 25 °C, por cercade 7 dias.

Foram redlizadas coletas periodicas, onde se retirou 1 folha,
preferencialmente do terceiro ao quinto nd, de cada planta tratada, em intervalos de
24 horas. Amostras da porgédo basal, mediana e apical daléminafoliar foram fixadas
em FAAsy ou glutaraldeido, processadas para observacdo em microscopia de luz e
eletrbnica de varredura, respectivamente. Para a caracterizacdo anatémica da folha,
foram obtidos cortes transversais de amostras frescas e as |aminas foram montadas
em glicerina. As amostras fixadas foram incluidas em metacrilato (Historesin —
Leica) ou em parafina para obtencéo de cortes transversais de 10 mm de espessura em
micrétomo rotativo (Spencer, 820). Os cortes foram corados com Azul de Toluidina
ou com Safranina e Azul de Astra (KRAUS, 1997) e as |aminas montadas em resina
sintética (Permount).

Para se determinar a presenca do fungo Ccl no tecido doente, foi utilizado o
método de clareamento e coloracdo de KEANE et al. (1988) que € uma modificacéo
do método BRUZZESSE E HANSAN (1983).

Realizaram-se testes histoquimicos nas folhas a fim de determinar possiveis
diferencas na deteccdo de algumas substéncias entre o controle e tratamento.
Portanto, utilizou-se Sudan 1V e Sudan Black para verificar a presenca de lipidios
(PEARSE, 1980), Azul Brilhante de Comassie para evidenciar proteinas (FISHER,
1968), Cloreto de ferro Il para deteccdo de compostos fendlicos (JOHANSEN,
1940) e Lugol para evidenciar a presenca de amido (JOHANSEN, 1940). Os
fragmentos de folhas fixados em FAAs, foram cortados em criomicrétomo (Modelo
CM1850-Leica), com cerca de 30 mm de espessura. Para os testes, foram utilizados
fragmentos de folhas, ndo inoculados, e fragmentos de folhas inoculados com o
fungo C. cassiicola f. sp. lantanae .

A andlise do laminério e a documentacdo fotografica foi feita utilizado-se um

microscopio de luz (Olympus AX 70), conectado a um sistema de fotomicrografia
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(Olympus U-Photo), do Laboratério de Anatomia Vegetal, do Departamento de
BiologiaVegetal daUFV.

O material destinado a microscopia eletronica de varredura foi fixado em
glutaraldeido a 25%, a temperatura de 4 © C, durante 24 horas, e pés-fixado em
tetroxido de ésmio a 3%, a mesma temperatura, durante 3 horas. A seguir, estes
foram lavados em solucdo tampdo de cacodilato de sodio (0,4 M, pH=6,8) e
desidratados em série alcodlica progressiva até acool etilico absoluto. As amostras
foram desidratadas utilizando-se o ponto critico de desidratacdo (CPD 020 Balzers,
Union) e CO; liquido. Posteriormente, o material vegetal foi recoberto com ouro
metalico (espessura de 10 nm), em pulverizador de ouro (Balzers Modelo SCAQ10),
segundo BOZZOLA & RUSSELL (1992). A observacdo e documentacado fotografica
do material foliar foram obtidas através de um microscopio de varredura (Zeiss
Modelo LEO 1430V P), do Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV (NMM).
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3. RESULTADOS

3.1. Consider acOes ger ais

As plantas inoculadas com o filtrado sem conidios e a emulsdo preparada do
extrato CAE n&o apresentaram nenhum sintoma, quando observados em microscopia
de luz. Na observacdo dos tecidos foliares ndo foi identificada qualquer ateracdo
estrutural, confirmando a inexisténcia de sintomas. No entanto, a concentracdo ideal
de indculo para se realizar o experimento ndo havia sido obtida.

Verificou-se que a formacdo de lesbes foliares ocorreu apds 24 horas de
inoculacdo (Figura 2B), e a desfolha se iniciou 48 horas apos a inoculacdo (Figura
2C) da suspensdo de conidios nas plantas. As lesdes progrediram com o passar do
tempo, conforme pode ser observado na Figura 2D, ap6s 72 horas e na Figura 2E e
2F, apbs 96 horas. A lesdo causava maceracao do tecido foliar e seguida de necrose.

3.2. AnatomiadafolhadelL. camara

A folha de L. camara L. (Figura 3A a 3D), observada em corte transversal,
apresenta a face abaxial e a face adaxial compostas por uma camada de células
irregulares. Estas se apresentam sinuosas em ambas as faces, porém, em grau mais
acentuado na face abaxial. Os estdmatos (Figuras 3A e 3B) estéo presentes somente

na face abaxial (hipoestomética), no mesmo nivel da face, e formam complexos
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diaciticos e anomociticos. A folha é pilosa (Figura 3B, 3C, 3D, 3E e 3F com tricomas
tectores que variam com o nimero de células basais e da cabeca e tricomas
secretores também com células da cabeca e basais em nimero varidveis. A cuticula
encontra-se mais espessada na face adaxial do que na face abaxial.

A folha é dorsiventral (Figuras 3A e 3D) e o mesofilo apresenta o parénquima
palicadico composto por duas camadas de células parenquiméticas alongadas no
plano transversal da folha, em contato com a face adaxial. O parénquima lacunoso
(Figuras 3A, 3B e 3C) em contato com a face abaxial € uma regido de células de
forma irregular com grandes espacos intercelulares. Na nervura principal encontra-se
0 sistema vascular colateral (Figura 3C). Observa-se a presenca de células
organizadas de modo a formar uma bainha em volta do feixe que se estende da
epiderme da adaxial a abaxial. O xilema é constituido por elementos de vaso, com
deposicdo em parede secundéria anelada e espirdlada. Nas camadas periféricas do
floema observa-se a presenca de fibras. Os tricomas tectores e secretores (Figura 3B,
3C, 3D, 3E e 3F) distribuem-se em ambas as faces da nervura. As nervuras laterais
sdo igualmente rodeadas por uma bainha de células que ndo se estendem até as faces
abaxial e adaxial.

3.3. Observacao ultra-estrutural (MEV) dainteracao fungo-planta

Foi observado que o fungo utiliza como via preferencial de penetracéo os
espacos intercelulares. Esporadicamente, ocorre a penetracdo através dos estbmatos e
€ comum observar hifas contornando-os (Figura 4A e 4B). Desta forma, ndo houve
tropismo aparente em diregdo aos estbmatos, como ocorre para muitos fungos, uma
vez que a hifa passa proxima ao estbmato e vai concentrar-se no tricoma. A
penetracdo também acontece pela epiderme e em ferimentos. Esses ferimentos
foram, em grande nimero, ocasionados pela queda de tricomas (Figura 4C). A
camada de cera epicuticular apesar de espessa ndo parece impedir a penetracéo do
fungo que € capaz de rompéla (Figura 4D). Como ndo foram realizados
experimentos, a fim de determinar qual 0 mecanismo de penetracéo, ndo se pode
afirmar se este envolve a liberacdo de enzimas, como cutinase, ou for¢ca mecanica, ou

mesmo ambas. Apds a germinacéo do conidio (Figura 4E), sobre a epiderme,
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Figura 1l - Lantana camara L. Figuras 2A a 2F -Plantas e folhas de
L. camara inoculadas. Figura 2A- Vasos dispostos, aleatoriamente,
em camara de nevoeiro. Figura 2B - Folhas inoculadas com
suspensdo de conidios de Ccl apds 24 horas. Figura 2C — Folhas
inoculadas com suspensao de conidios de Ccl ap6s 48 horas. Figura
2D — Folhas inoculadas com suspensdo de conidios de Ccl apos 72
horas. Figura 2E — Folhas inoculadas com suspensdo de conidios de
Ccl, ap6s 96 horas (face adaxia). Figura 2F — Folhas inoculadas
com suspensao de conidios de Ccl, ap6s 96 horas (face abaxial).
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Figuras 3A a 3D - Aspecto geral da folha de L. camara em corte
transversal. Figura 3A e B — Detalhe do limbo foliar. Figura 3C e 3D
— Detdhe da nervura. Figura 3E e 3F Detalhe de tricomas
glandulares. Figuras 3A, 3B, 3D, 3E, 3F — Cortes transversais
incluidos em historesina. Figura 3C — Corte transversal de amostra a
fresco (nervura principal). Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme
abaxial; Pp= parénquima palicadico; Pl= parénquima lacunoso; Tg =
tricoma glandular; Tt = tricoma tector; E = estbmato; Fv = feixe
vascular. Figuras 3A e 3F —Barra= 30LIm.
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Figura 4A a 4H- Eletromicrografias. Figura 4a— Hifa préxima a
estOmatos (setas). Figura 4B — Hifa contornando o estdmato
(seta) e passando sobre o ostiolo (seta tracegjada). Figura 4C —
Base do tricoma destruido (seta= hifa). Figura 4D - Hifa
penetrando a epiderme adaxial (seta). Figura 4E — Conidio
germinado deformado pela desidratagdo. Figura 4F — Micélio
envolvendo os tricomas. Figura 4G — Hifa nas jungbes das
células epidérmicas (seta). Figura 4H — Micélio. H= hifa; Ce=
célula epidérmica; Tg = tricoma glandular; Tt = tricoma tector;
Cg = conidio germinado M= micélio. Figura 4A — Barra =
20um. Figuras 4B; 4E; e 4G — Barras = 10um. Figura 4C; 4D;
4F e 4H — Barras = 50um.
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observou-se freglentemente que a hifa originada se alongava e se ramificava,
extensivamente, para além do local onde ocorreu a germinacéo do conidio. Muitas
hifas foram observadas envolvendo os tricomas 0 que sugere que essas hifas, além de
concentrar-se proximas aos tricomas estariam atuando no processo de destruicdo
dessas estruturas epidérmicas (Figura 4F). Desta forma, seriam abertos pontos de
entrada para o acesso das hifas, promovendo a infeccdo. Varias hifas mostravam-se
bastante longas sobre a epiderme, provavelmente, por ndo haver reconhecimento de
um sitio de penetragdo satisfatorio. Até 48 horas, foi possivel observar que muitas
hifas desenvolviam-se ao longo das juncbes de células epidérmicas (Figura 4G),
onde pode ocorrer acimulo de exsudados e outras substancias que ai se depositaram.
Outra interpretacdo para esse comportamento seria que as juncdes permitem as hifas
uma maior aderéncia. Apés 48 horas, tornou-se dificil acompanha-las, devido ao
grande numero de hifas, que formavam um emaranhado sobre a epiderme (Figura
4H).

3.4. Estudo dos sitios de penetracéo e infeccdo dos tecidos (por meio de técnica
de clarificacao)

Através da clarificacdo foi possivel observar areas de necrose onde foi
evidenciado espessamento de paredes celulares, 0os quais reagiram a presenca do
fungo (Figuras 5A e 5B). Aparentemente, toda a parede tornou-se espessada,
conferindo uma coloragdo marrom-dourada brilhante, em toda a célula. Este tipo de
reacdo da célula vegetal parece restringir-se as células epidérmicas. Esta reacdo
podia ser observada, ap0s 24 horas de inoculacdo, e acontecia quando ocorria o
ataque do fungo. Verificou-se também que algumas células apresentavam o contelido
celular alterado, demonstrando um aspecto granulado (Figura 5C), refletindo uma
reacao de hipersensibilidade.

Um grande nimero de esporos aderidos na lamina foliar pode ser observado,
até 48 horas (Figura 5D). Verificou-se que, entre 24 e 48 horas ap0s a inoculaco, 0s
esporos ja haviam germinado e a penetracdo no tecido jé havia ocorrido. Quando
esses eventos estavam bem estabelecidos, as hifas haviam colonizado a epiderme e,
em alguns locais, atingido o parénquima. Apods 48 horas, verificou-se uma
diminuicdo do numero de conidios e a proliferacdo de hifas sobre a epiderme.

Apesar de ambas as faces terem sido igual mente inoculadas, € possivel notar um
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Figuras 5A a 5G — Técnica de clarificacdo dalaminafoliar de L. camara
inoculada com Ccl, apés 24 e 48 horas. Figura 5A e 5B — ap6s 24 horas
de inoculagéo Figura 5A- Aparéncia das primeiras necroses em vista
geral (epiderme abaxial). Figura 5B — Area de necrose: observa-se reagio
nas parede das células epidérmicas (setd). Figuras 5C a 5G — apds 48
horas de inoculagdo. Figura 5C - Granulagdo (seta) devido a reacdo das
células epidérmicas a penetracdo do fungo. Figura 5D — Conidios sobre a
superficie abaxial, hifas sub-epidérmicas. Figura 5E — Almofadas
apressoriais germinando sobre epiderme abaxial. Figura 5F e 5G — Hifa
penetrando entre célula subsididria e céulaguarda. Aa= amofadas
apressoriais; Tt= tricoma tector; E= estbmato; Cg= conidio germinado.
Figura 5A - Barra= 120 OOm. Figura 5B - Barra= 30 Om. Figuras 5C €
5D - Barra= 15 OOm. Figuras 5E - Barra= 25 [Om. Figuras 5F E 5G -
Barra= 15 [Im.
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nimero bem mais expressivo de conidios germinados e hifas percorrendo a faces
abaxial. Observou-se a presenca de almofadas apressoriais (Figura 5E) que sdo
estruturas de infeccdo do fungo. Estas estruturas ja podiam ser observadas apés 24
horas de inoculagdo e, aumentavam a cada intervalo de coleta. A partir de muitas
dessas amofadas apressoriais (Figura 5E) ja havia hifas infectantes, apos 48 horas de
inoculacdo. Apds este periodo tais estruturas, na sua maioria, permaneceram sem
originar novas hifas.

Reamente, a penetracdo intercelular parece ser predominante ocorrendo,
muitas vezes, proximas aos estdbmatos, entre suas células subsididrias e as células-
guardas (Figura 5F e 5G). No entanto, a penetracdo via estbmato também ocorreu.
As hifas, apds penetrarem a epiderme, percorrem uma vasta area de tecido palicadico
e podem ser observadas inimeras ramificacbes de uma mesma hifa. A colonizacéo
ocorre, principalmente, no sentido paralelo a superficie foliar. A hifa, antes de seguir
no sentido vertical, se ramifica varias vezes e atinge locais distantes do ponto de
penetracdo. No sentido vertical, a colonizagdo ocorreu, em sua maioria, da face
abaxial paraaface adaxial.

3.5. Penetracdo e colonizacéo do fungo sob microscopia fotonica

A cuticula, na face adaxial, mostrou-se mais espessada do que na face
abaxial. Desta forma, a cuticula exerceu uma barreira mais acentuada a penetracéo
do fungo na face adaxial. Esta também pode ser uma das razdes pela qual o fungo
penetrou, principalmente, pela face abaxial, sendo esta face claramente a primeira
area a apresentar injUrias decorrentes a presenca do fungo (Figura 6A). Observou-se
a destruicdo completa do parénquima lacunoso que teve suas células e da epiderme
abaxial colapsadas e aderidas umas as outras. Foi observada que a penetracdo das
hifas ocorria, preferencialmente, através da parede anticlinal das células epidérmicas
e estendia-se através do parénquima lacunoso para o palicadico. Muitas vezes, ndo
foi possivel localizar 0 ponto exato de penetracdo das hifas, mas em alguns casos a
presenca de conidios germinados sobre a epiderme anunciava, possivelmente, a
presenca de hifas em tecidos proximos. Em determinados locais detectaram-se
nercoses, em material infectado, onde foi possivel observar aformacéo de tecido de
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Figura 6A A 6F - Corte transversal de |amina foliar de L. camara
inoculada com Ccl. Figura 6A— 48 horas. Necrose na epiderme
abaxial e formac&o de tecido de cicatrizagdo (seta). Figura 6B — 96
horas. Area de necrose. Figura 6C — 48 horas. Necrose na epiderme
adaxial (seta), formagdo de tecido de cicatrizagdo (Tc) e conidio
germinado na epiderme abaxial (seta). Figura 6D — 96 horas -
Conidio germinado (seta). Dois segmentos de hifa: um penetrou o
tricoma glandular e o outro penetrou a epiderme de forma
intracelular. Figura 6E - 48 horas — Area de necrose. Figura 6F— 96
horas. Conidios germinados na epiderme adaxial (seta) e necrose na
epiderme abaxial (seta). Ead = epiderme adaxial; Eab = epiderme
abaxial; E= estbmato; Cs = camara sub-estomética Pp= parénquima
palicadico; Pl= parénguima lacunoso; Tg = tricoma glandular; Fv=
feixe vascular. Barras= 10 Im.
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cicatrizacdo (Figura 6B), e as células desta regido comumente se coravam com
safranina. Na maioria das vezes o parénguima lacunoso estava bem destruido, e suas
células haviam colapsado aderindo-se umas as outras (Figura 6C). Em alguns casos,
as células da epiderme tornaram-se amorfas, ndo individualizadas, e plasmolizadas.
A destruicéo do tecido palicadico foi menos freqlente. 1sso se deve ao fato de que o
fungo coloniza de forma mais agressiva a face abaxial (Figuras 6C e 6D). Verificou-
se que o citoplasma das células parenquiméticas apresentava-se granulado em
material contaminado. As células coram-se com safranina evidenciando a presenca
de lignina em éreas de necrose (Figuras 6E e 6F). Naregido da nervura (Figuras 7A ,
7B, 7C e 7D) foi possivel constatar uma desorganizacdo do feixe vascular, quando
detectada a presenca de hifas. As células do parénguima e do colénquima muitas
vezes encontravam-se amorfas e plasmolizadas. Foi possivel observar lise celular,
porém algumas células apresentavam hiperplasia. As células proximas a nervura
coraram-se com safranina demonstrando ter ocorrido uma reacdo que se
estendia,muitas vezes, da epiderme ao parénquima palicadico. Na nervura também se
observou esta mesma reacao e a producdo de tecido de cicatrizagao.

Os tricomas foram encontrados rodeados de hifas (Figura 7E), denotando-se
uma concentracdo e frequéncia nesta area (Figura 7F). Muitos tricomas foram
completamente destruidos e foram observadas, muitas vezes, necroses proximas a
eles.

3.6. Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos ndo revelaram diferencas entre os fragmentos foliares
na&o inoculados e fragmentos foliares inoculados com o fungo C. cassiicola.

Os testes com Sudan IV e Sudan Black para ambos os fragmentos foliares
foram positivos. A epiderme em ambas as faces teve a cuticula corada de vermelho,
apos a reacdo com Sudan IV (Figuras 8A e 8B), o qual identifica a presenca de
cutina, suberina e outros lipideos. Goticulas de lipideos foram observadas nas
células do mesofilo. A reacdo com Sudan Black (Figuras 8C e 8D) revelaram uma

coloracao escura, presente na cuticula e em goticulas dispersas no mesofilo,
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Figuras 7A A 7D - Cortes transversais de laminafoliar de L. camara
inoculada com Ccl, apo6s 96 horas. Figuras 7A e 7B - Formag&o de
areas de necrose, desorganizacdo do feixe vascular, células turgidas
do colénquima, hifas (seta). Figuras 7C e 7D - Evolugdo da necrose,
desorganizacdo do feixe vascular, células tlrgidas do colénquima,
formacao de tecido de cicatrizago (seta). Figuras 7E e 7F- Observa-
se a presenca de hifa(s) aderidas ao tricoma glandul ares (setas). Ead=
epiderme adaxial; Eab= epiderme abaxia; Pp= parénguima
palicadico; Pl= parénquima lacunoso; Fv= feixe vascular; Co=
colénquima; Tg= tricoma glandular; H= hifa. Figuras 7A a 7F -
Barras= 10 Um.
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Figuras 8A a 8E - Testes histoquimicos. Figuras 8A, 8C e 8E -
Controle. Figuras 8B, 8D e 8E - Tratamento. Figuras 8A e 8B —
Resultados obtidos com Sudan V. Figuras 8C e 8D — Resultados
obtidos com Sudan Black. Figuras 8E e 8F — Resultados obtidos
com Azul Brilhante de Comassie Ead= epiderme adaxial; Eab=
epiderme abaxial Pp= parénquima palicadico; Pl= parénquima
lacunoso; Fv= feixe vascular; Co= colénquima; Ct= cuticula; G=
gotas de lipideo; seta= cloroplasto. Figura 8A- Barra= 20 Om.
Figura 8B- Barra= 10 [Jm. Figuras 8C, 8D e 8E - Barra= 15 [Im.
Figura8F - Barra= 60 [Im.
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evidenciando desta forma, a presenca de lipideos tanto na epiderme como no
mesofilo.

Os teste com Azul Brilhante de Comassie foi positivo para os fragmentos
foliares ndo inoculados e inoculados. Os cloroplastos localizados nas células do
mesofilo reagiram intensamente quando submetidas ao Azul Brilhante de Comassie
(Figuras 8E e 8F), revelando a presenca de grande quantidade de proteinas nestas
estruturas. O teste para deteccdo de compostos fendlicos e amido ndo demonstraram
apresencade tais substancias.
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4. DISCUSSOES

N&o foi observado sintoma proveniente da aplicacdo da suspensdo sem
conidios. Segundo PEREIRA et al. (2003), seria necessario uma concentracéo de 1 X
10° conidiosymL na préfiltragem para a producdo de fitotoxidez utilizando-se a
suspensdo sem conidios Utilizando-se esta concentracdo, seria possivel observar
sintomas semelhantes aos causados pela suspensdo de conidios. Porém, a
concentracdo obtida nesta pesquisa foi de 0,1 x 10° conidios/mL, concentracgo esta
abaixo do sugerido. O surgimento de necroses em L. camara L., bidtipo Ab,
inoculada com Ccl (RWB 01), ocorreu apés 72 horas de inoculacdo. No entanto,
neste trabalho, observou-se o aparecimento de necroses apés 24 horas de inoculagéo
gue demonstra a ata patogenicidade do fungo. Segundo DANKYN (1984), as
respostas das plantas as hifas de infeccdo, variam de um leve escurecimento
protoplasmético em células adjacentes as hifas até necroses de células epidérmicas
sob as hifas. De acordo com GRIFFEY & LEACH (1965), a desidratacéo dos tecidos
ocorre naformacdo das |esdes macroscopicas.

A penetracdo das hifas, preferenciamente, pelos espagos intercelulares ja
havia sido observada anteriormente por PURWANTARA (1987) no tecido foliar de
clone PPN 2444 de Hevea. No entanto, BRETON et al. (2000) relataram que a
colonizac&o dos tecidos da folha aconteceria de forma intracelular. BRETON et al.
(1997, 2000), mostraram que doze horas apds a inoculagdo, o tubo germinativo
invadiu a primeira camada da face abaxial de clones de Hevea brasiliensis, pela
penetracéo direta, sendo que a penetragcdo via estomatos foi rara. Esta diferenca
poderia estar associada ao isolado ou a planta hospedeira Apesar de
PURWANTARA (1985) e BRETON et al. (1997, 2000) trabalharem com isolados
de clones de Hevea brasiliensis foram utilizados clones diferentes. PURWANTARA
(1985), trabalhou com o clone PPN2444 e BRETON et al. (1997) com PB260 e GT1.

Assim, diferencas no mecanismo de infec¢ao dos isolados poderiam estar associadas
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asuaorigem. SILVA et al. (1998), constatou em seu trabalho com 32 isolados de C.
cassiicola, oriundos do Sri Lanka e Austrdia que, além da especializacéo geogréfica
houve uma reacdo especifica patdgeno-hospedeiro. Desta forma, os isolados foram
divididos em 7 grupos, nos quais, pode-se correlacionar o crescimento dos isolados e
a patogenicidade, em diferentes plantas hospedeiras.

Os espessamentos de paredes das células que reagiram a presenca do fungo,
conferiam uma coloragdo marrom-dourada e brilhante a célula. Essa reacdo néo
causa a morte do patdgeno, mas serve de barreira a sua penetracdo. Segundo
HACHLER e HOHL (1984), a reacdo de amarronzamento esta confinada a parede
celular e alamela média, ndo envolvendo o citoplasma. Os espessamentos de parede
sd0 provocados pela deposicdo de lignina (CARPIN et al., 2001), o que dificultariaa
acao de enzimas produzidas pelo fungo para degradar os componentes das paredes.
Este amarronzamento caracteristico € um evento comum quando ocorre morte
celular, geramente, sendo resultante do acimulo de materiais fendlicos nas células
mortas (HEATH, 1998). Os compostos fendlicos sdo inibidores do processo de
extensdo da parede celular fangica, causando o intumescimento e subseguente
rompimento das hifas infectantes (MAUSETH, 1995). Segundo BRETON et 4,
(1997), a progresséo do fungo no tecido hospedeiro foi acompanhada pelo
aparecimento de lesdes necroticas, apds 24 horas de infeccdo (BRETON et al, 1997).
Para GRIFFEY & LEACH (1965), as necroses sdo consideradas mecanismos de
defesa uma vez que estabelecem uma barreira ao fluxo de égua e nutrientes para o
patdgeno. Outra reacdo do hospedeiro, observada, foi a granulacdo do citoplasma.
Segundo PURWANTARA (1985), o protoplasto da célula sofre granulacfes devido a
desintegracdo de cloroplastos. A multiplicagdo do patdgeno causa varios danos as
células, incluindo desorganizacdo do citoplasma e desintegracdo de organelas
(BENHAMOU & LAFONTAINE, 1995). A granulacdo parece ser um evento
provavelmente resultante da acdo de enzimas liticas (VANETTI, 2001). Segundo
BROWN et al. (1997), estas formas de retardar o patdgeno seriam uma estratégia de
defesa da planta até que esta pudesse ativar 0 seu mecanismo de producdo de
fitotoxinas e proteinas liticas que possuem acdo fungicida. Essas barreiras servem
para imobilizar 0 microorganismo e expbé-lo a uma bateria concentrada de
componentes antimicrobianos, como as fitoalexinas e as enzimas envolvidas na
producéo de espécies de oxigénio ativo (BROWN et al.,1998; BRETON et al.,
1997). Entretanto, foi demonstrado que C. cassiicola € capaz de degradar
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escopoletin, uma fitoalexina isolada de Hevea brasliensis, demonstrando ser
relativamente resistente ao seu efeito toxico (BRETON et al.,, 1997). Outra
explicagdo para a ineficiéncia desta fitoalexina deve-se ao atraso de sua acumulagéo
comparada com a rapidez com que o fungo invade o tecido hospedeiro (BRETON et
al., 1997). No entanto, neste trabalho ndo foi possivel determinar se houve,
realmente, atuacdo desses componentes em reacdes de resisténcia do hospedeiro,
embora ndo sgja totalmente descartada a possibilidade do envolvimento desses
mecani smos e a capacidade do fungo de vencé-las. Como se pode observar, ndo s as
barreiras estruturais sdo formas de resisténcia da planta frente ao ataque de um
patdgeno, mas também, o acimulo e a liberacdo de compostos quimicos que ocorrem
nestas interacbes. O espessamento da parede das céulas epidérmicas e o
aparecimento de granulagdes no citoplasma celular tém sido, comumente, observadas
em outras interacbes. VANETTI (2001), constatou estas reacdes morfoldgicas no
tecido do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), em resposta a presenca do
fungo Alternaria solani (Ell. & Martin) Jones & Grout. ARAUJO (2000), relatou que
tais reacOes celulares observadas em pimentéo (Capsicum annum L.), inoculado com
A. solani sob microscopia de florescéncia, tornaram-se fluorescentes, indicando
acumulo de compostos fendlicos, um dos componentes do processo de morte celular
nareacdo de hipersensibilidade.

Para PURWANTARA (1985), C. cassiicola destr6i mais efetivamente o
mesofilo do que a epiderme. Segundo este autor, 0s vasos e tecidos associados tais
como esclerénquima, parénquima e epiderme colapsaram e foram corados de
vermelho a purpura, quando submetidos a coloragdo com safranina e azul de anilina.
Este fendbmeno pode ser devido ao efeito a toxina conhecida como cassicolin que é
produzida pelo patégeno. Resultados de pesquisas tém mostrado que essa toxina,
produzida por C. cassiicola, é essencia para a sua patogenicidade e, pode ser
considerada como um determinante priméario da patogénese (BRETON et al., 2000).
Esta toxina, de acordo com o autor, reproduz sintomas similares da doenca induzidas
pelo fungo, bem como a necrose. LEWIS & GOODMAN (1962), estudando os
efeitos morfoldgicos de colletotin, em folhas de tomateiro Digitalis, constataram a
perda da integridade foliar primeiramente no parénguima esponjoso, apds exposi o
atoxina. Segundo os autores, o efeito observado pode ser devido a uma alteracéo na
permeabilidade da célula, ou talvez, no sistema de enzimas que degradam a pectina.

Estatoxina poderia estar envolvida na ativacéo do sistema que degrada pectina.
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A penetracdo do fungo levou ao colapso a face abaxial e a desorganizacéo de
células em frente a progressdo da hifa (BRETON et al., 2000). O ingresso do fungo
estd sempre associado com desorganizagtes das células do hospedeiro e ateracdes na
parede celular (BENHAMOU & LAFONTAINE, 1995). Esta observagéo demonstra
gue C. cassiicola comporta-se como um fungo necotréfico (BRETON et al., 2000).
A preferéncia de colonizacdo do fungo, através da face abaxial, pode estar também
associada a interacdo do isolado ao seu hospedeiro. DUARTE et al. (1983),
trabalhando com isolados de mamoeiro e cacaueiro notou diferencas morfol égicas,
fisioldgicas e patogénicas nestes isolados. As estruturas reprodutivas eram formadas
mais na face ventral das folhas de mamoeiro e, em ambas as faces nas folhas de
cacaueiro, quando inoculados com isolado mamoeiro e cacaueiro, respectivamente.
SPENCER & WALTERS (1969), trabalhando com 14 isolados diferentes de C.
cassiicola constataram a existéncia de duas ragas, na qual, estes isolados poderiam
ser subdivididos. Uma outra possibilidade seria que, uma vez mantidas na camara de
nevoeiro por 48 horas, a face adaxia das folhas das plantas inoculadas poderia ser
lavada, devido a0 excesso de umidade na camara. O fungo poderia também ser
favorecido na face abaxial devido ao microclima encontrado nesta face, apesar da
colocacdo das plantas, apds a inoculacdo, em um ambiente controlado, com
temperatura, umidade e luminosidade ideais a0 seu estabel ecimento.

Os testes histoquimicos para lipidios revelaram a presenca de uma cuticula
composta de cutina e suberinag, as quais servem como barreiras contra a perda de
adgua , infeccdo por patdgeno e insetos. Para penetrar a cuticula, o patdgeno
provavelmente precisara secretar cutinase, uma enzima que hidrolisa as ligacOes éster
(BUCHANAN et al., 2000). Os lipidios servem como moléculas armazenadoras de
energia e, para fins estruturais, como € o0 caso das ceras. No entanto, a presenca do
fungo ndo provocou ateracéo na producdo de lipideos nafolha.

Varios cloroplastos presentes nas células do mesofilo foram corados intensamente de
azul, apos reagirem com Azul Brilhante de Comassie, revelando a presenca de
grande quantidade de proteinas nessas estruturas. As proteinas estédo presentes nos
cloroplastos, e no seu sistema de membranas que sdo estruturas lipoprotéicas
(BUCHANAM et al., 2000). Segundo PURWANTARA (1985), a granulagdo do
citoplasma do hospedeiro devido a presenca do fungo seria decorrente a
desintegracdo de cloroplastos. No entanto, ndo foi possivel estabelecer tal conexéo

umavez que o controle e tratamento apresentaram—se igualmente corados.
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N&o foram detectadas substancias fendlicas em tecido infectado que poderia
ser um indicio de processo de morte celular na reacdo de hipersensibilidade. Apesar
de ndo terem sido detectados nos fragmentos inoculados, a sua presenca pode se
evidenciada através da reacdo de espessamento de paredes de células em reacdo a
presenca do fungo. Esta reacéo estaria associada ao acUmulo de materiais fendlicos
nas células (HEATH, 1998).
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5. CONCLUSOES

Este estudo é uma investigacdo para o entendimento da interacdo C.
cassiicola/L. camara L. Embora uma grande contribuicdo ja tenha sido dada com
estes resultados, tanto com relagdo a interagdo patdgeno-hospedeiro quanto em
relacdo a fitoquimica do fungo, € importante que sgja dado continuidade a este
estudo, ndo sO para que sgjam estudadas as demais fracGes, mas também para que
sgjam realizados novos testes biolégicos com as novas substancias isoladas. Os
resultados obtidos também foram muito importantes para compreender os
mecanismos pelo qual o fungo C. cassiicola coloniza e destréi os tecidos foliares da
plantadaninha L. camaralL.

N&o foram observadas quaisquer ateragdes estruturais nos tecidos das folhas,
devido a aplicacdo do filtrado sem conidios e da emulsdo preparada a partir do
extrato CAE.

Observou-se o aparecimento de necrose, 24 horas apds inoculagdo, com a
suspensao de conidios, sendo a penetracdo preferencialmente intercelular. As vias de
penetracdo do fungo, observadas neste experimento, foram as seguintes. pelo
complexo estomético, que envolvem a penetragdo pelo ostiolo; entre a lateral da
célula-guarda e a célula epidérmica subsidiéria; através do complexo epidérmico, que
compreende a penetracdo diretamente da face exposta da epiderme (periclinal), ou
entre as paredes de contato (anticlinal), entre células da epiderme. A penetracéo
através do tricoma (glandular ou tector), também foi incluida no complexo
epidérmico.

O hospedeiro demonstrou reacdo de hipersensibilidade ao patdgeno,
respondendo com espessamento das paredes da epiderme e granulacdo do
citoplasma. Evidenciou-se também aformacdo de um tecido de cicatrizacéo.

A face abaxia e o parénquima lacunoso foram os tecidos mais afetados. As

células dos tecidos onde se observou a presenca de hifas sofreram desorganizacéo,
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algumas apresentaram hiperplasia, outras se tornaram amorfas e plasmolizadas. O
fungo se distribuiu nos tecidos penetrados, primeiramente, no sentido paralelo a face
foliar. A penetracdo vertical ocorreu, principamente, a partir daface abaxial.

Observou-se formagéo e germinacdo de amofadas apressoriais e a penetragcdo
dos tecidos, a partir de hifas infectantes originadas nestas estruturas.

Os resultados dos testes histoquimicos para lipideos, proteinas e compostos
fendlicos ndo revelaram diferencas entre fragmentos foliares referentes ao controle e
ao tratamento. Tanto no controle quanto no tratamento evidenciou-se a presenca de
lipideos na camada de cera epicuticular, e goticulas dispersas no mesofilo. O teste
com Azul Brilhante de Comassie corou cloroplastos presentes no mesofilo revelando
a presenca de proteinas em suas membranas. O teste para compostos fendlicos foi
negativo ndo revelando, portanto, a producdo desses metabdlitos secundérios em
tecidos de folhas infectados, apesar da evidente reacéo de espessamento de parede
das células da epiderme, conferindo a essas uma coloracdo marrom-dourada e

brilhante que estaria associada ao acimulo de materiais fendlicos nas células mortas.
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6. CONCLUSDOES GERAIS

Através de testes bioldgicos observou-se que 0s &cidos graxos e 0 composto
ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona apresentam atividade fitotoxica. No entanto, a
fracdo CE encontrase ainda inexplorada e sua fitotoxidade ja se encontra
determinada.

As observacdes anatdmicas mostraram gue o fungo provoca o surgimento de
lesBes, apds 24 horas de suainoculacdo, com a suspensao de conidios. A penetracao,
apesar de ser preferencialmente intercelular, ocorre também pelo complexo
estomdtico, entre a lateral da célula-guarda e a célula epidérmica subsidiaria e pelo
complexo epidérmico, onde se incluem as penetracoes via estbmatos.

Observagdes anatdbmicas da folha de L. camara L. demonstraram reacdo de
hipersensibilidade a presenca do patdgeno por meio de espessamento das paredes da
epiderme com deposicdo de lignina, granulagdo do citoplasma e formagcdo de um
tecido de cicatrizacéo.

A face abaxial e o parénquima lacunoso foram os tecidos mais afetados
devido a preferéncia do fungo pela face abaxial. As células dos tecidos colonizados
sofreram desorganizagdo, algumas apresentaram hiperplasia, outras se tornaram
amorfas e plasmolizadas. O fungo se distribuiu, primeiramente, no sentido paralelo a
face foliar. Observou-se a presenca de almofadas apressoriais.

Os testes histoquimicos ndo confirmaram a presenca de substancias fendlicas,
mas foram positivos para lipideos e proteinas. No entanto, ndo foram observadas
diferencas entre o controle e o tratamento.
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