
JOÁO MARIA DE FIGUEIR~DO 
lngenht110"'Agr6nomo 

~STOS FENÓLICOS E FITOALEXINAS EM HIPOCOTILOS E RAfZES DE 
FEUOEIRO INOCULADOS COM ¡.,...,_ .,¡~, 1 ,¡,..,.¡, (B"k) Soyd E 7 

o 
Onentador Caoo Ocfávoo Nogueora Cardoso 

Dlsserta~iio aprosentade é Escola Superior de Agricultura 
Lulz de Ouelroz da Unlversld8de de Slo Peulo para 

obfon;üo do t.tulo do Mestre em Fltopatologla 

PIRACICABA 
Estado de Sáo Paulo 

- 1975 -



INDICE 

• 

1 - INTRODU~O 

2 - REVIsAO BIBLIOGRÁFICA 

OCOBR!NCIA E IMPORTANCIA DA DOEN~ 

ALTERA«¡OES FISIOL!lGICAS ll INTENSIDADE DA DOEN~ 

Pig1na 

1 

2 

2 

3 

PRODU«¡AO DE FtN0IS NA INTERA~O FusaM..wn/FELJOEIRO 3 

VARIAc;AO QUALITATIVA DE COMPOSTOS FEN0LICOS FOmiADOS 

NA INTERAC/AO DE ALGUNS FUNGOS E FEIJOEIRO 4 

DETERMINAcAO QUANTITATIVA DE FEN0IS TOTAIS 6 

M!TODOS DE INOCULA~O 7 

BIQ-ENSAIOS COU SUBSTANCIAS ANTIBI0TICAS 8 

3 - MATERIAL E MfTODOS 9 

VARIAC/AO QUANTITATIVA DE FEN!liS TOTAIS EM HIPOC0TI­

LOS E SISTEHAS RADICULARES INOCULADOS E NAO 

INOCULADOS COM Fusar1-wn solan1. f phaseol.1. 

EM DIFERENTES PERIODOS APOS A INOCULA«¡AO 13 

HIPOC0TILOS E RA!ZES DE FEIJOEIRO 14 

4 - RESULTADOS 16 

VARIA«¡AO QUANTITATIVA DE FENOIS TOTAIS EM HIPOCOTI-

LOS E RA!ZES INOCULADAS E NAO INOCULADAS 16 



PÍÍg1na 

• 
VARIA<;AO QUALITATIVA DE COMPOSTOS FENCILICOS El1 HI-

POCCITILOS E RAtZES DE FEIJOEIRO INOCULADOS E 

NAo INOCULADOS 25 

EFEITOS INIBITCIRIOS DE EXTRATOS DE HIPOCCITILOS E SIS-

TEMAS RADICULARES INOCULADOS E NAO INOCULADOS 31 

S - DISCUSsAO E CONCLUSOES 34 

6 - RESUMO 42 

1 - SUMMARY 44 

8 - BIBLIOGRAFIA COtiSULTADA 46 

9 - A N E X O S 51 

(1 
J 



1 - INTROOUijl\0 

O feijáo é a mais'importante fonte de alimento emdiversas 

partes do mundo O ncsso país figura entre estas como o maior produtor 

e consumidor, senda a nossa produ~ao em torno de deis milhÓes de tonela­

das anuais apesar do baixo rendimento por area o que reflete a falta 

de pesquisa sobre essa leguminosa 

Entre os fatores que determinam essa baixa produtividade po 

demos apontar aqueles de ordem fitcssanitaria e dentre esses as podri­

does de raízes causadas pelos fungos Rh~zooton~a so~~ Kunh Th~e~ 

~n-opsu bas~oola (Berk e Brl Ferr e F'usarz.WII solan~ f phaseol~ 

(Berkl Snyd e Hans 

Diversos autores tem estudado as rela~óes entre patógenos e 

esta leguminosa e tem encontrado substancias de natureza fenclica que 

possuem a capacidade de inibir "in vitro"aos mais diversos micrcrganis­

mos 

No levantamento bibliográfico verificou-se apenas refere~ 

cia aos estudos destas substancias em hipocotilos, vagens e folhas ( 4 , 

11 13 16 19 , 25) nao se encontran~o nada que nos fale sobre sis-

tema radicular apesar deste estar diretamente envolvidc, pois os fungos 

em questáo sao causadores de podridoes de raízes Em vista disso desen 

volvemos o presente estudo de compostos fenÓliccs e fitcalexinas em 

h1pccct1lcs e raízes de feijoeiro inoculados ccm Fusarz.WII so~~ f phg 

seoh 
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2 - REVISAD DE LITERATURA 

• 
OCORRENCIA E IMPORT~CIA DA DDENCA 

De acorde com PIERRE (191 a podridao das ra!zes, causada 

por FUe~um eoZan~ f phaeeol~ , foi pri~iramente descrita por BURK 

HOLDER Este fungo e patogenico a todas as variedades comerciais de 

Phaseolus vu~~s L , tendo sido observada urna grande variabilidada no 

grau de susceptibilidade nas diversas linhagens estudadas CHATTERJEE 

(9) , em seu trabalho menciona que a podridao de ra!zes causada por 

fungos do genero FUB~um é a principal doenca do feijoeiro no Estado 

de Idaho, e que a sua ocorréncia e de tal ordem que se torna quase impo~ 

s!vel encontrar plantas sadias BURKE (5) conclui que a producáo e 

grandemente afatada por este fungo NASH (16) verificou que 70 a 90~ 

das lesóes encontradas em hipocotilos eram causadas por Fusa~um soZan~ 

f phaeeol~ enquanto nas ra!zes a porcentagem encontrada foi apenas de 

20 a 25~ BURKE (6) concluiu que a influencia do fungo foi muito 

mais importante nas ra!zes laterais que sobre hipocotilos e ra!zes prin­

cipais 

No Brasil a ocorrencia deste fungo foi verificada por Car 

doso (informacao pessoal), sendo necessario, ainda, um levantamento para 

se verificar a distribuicao e frequéncia do patógeno nas diversas areas 

de cultivo 
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ALTERAC0ES FISIOLOGICAS E INTENSIOAOE OE OOENCA 

ROMANOWSKI et alii (2ll concluiram que as diferoncas entre 
• 

as concentracoes de seis substancias fenolicas tanto nas variedades sus 

oet!veia como nas resistentes estao diretamente ligadas ao numero de 

lesoes existentes e que o aumento ou producáo destes compostos resulta 

da interacáo parasita/hospedeiro uma vez que apenas tres destes campo~ 

tos foram encontrados em extratos de plantas sadias 

BARNES e WILLAMS (3) encontraram resultados semalhantes 

nas interacoes entre Vent~a ~naaqual~s e Podosphaera teuco~cha 

com macieiras Esses autores verificaram a formacao de fenóis e couma-

rinas em folhas e cascas de frutos de macieira inoculados Nas combina 

caes suscetivais parasita/hospedeiro as concentracoes encontradas fo-

ram sempre maiores que nas combinacoes resistentes Apesar destes re-

sultados eles supoem que nas combinacoes resistentes a concentracáo 

destes compostos por célula saja maior que nas celulas das combinacoes 

suscet!veis Consideram que a maior concentracao vr "ificada nas combi 
} -

necees suscet!vaia deve-se telvez eo feto de terem sido feites extra-

ceas de folhas inteires e que nestas combina~oes o numero de lesoes 

por folha era maior que aquele obtido nas combinacoes resistentes 

PROOUCAO OE FENOIS NA INTERACAO PUs~um/FEIJOEIRO 

PIERRE (19) estudou as intera~oes entre os fungos Fusa-

num sol.an~ f phaseoh , Cladosponum cladospon~des , Th~el.atn.op­

s~s bas~cola e Mon~Z~n~a jruct~cola, com diversas linhagens de feijoe! 
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ro, utilizando-se da tecnica da gota de difusao Observou a forma~ao de 

compostos fenólicos 24 horas apos a gota ter sido colocada sobre o tecido 
• 

dos hospedeiros e que nas combinaQoes Fusa~um solan~ f phaaeol~ e fei 

joeiro obtinha-se urna concentra~ao mais elevada de o-dihidroxifenois que 

nas demais combinacoes 

CARDOSO (7) determinou que a concentracao de fenois totais 

no extrato crú de hipocotilos infectados por Fus~um solan~ aumenta 

com o desenvolvimento das leeoes alcancando o maximo 15 dias apos a inocu 

laceo, o que corresponde a quase seis vezes os teores fenolicos existen -

tes nas plantas sadias Determinou tambem que a taxa de producao de fe 

nóis totais em plantas doentes excede a taxa de crescimento da planta do 

sendo superada ao 159 dia em diante apos a inoculacao 

Quando a mesma relacao foi feita com tecido de plantas sadias, a taxa de 

producao de fenóis foi sempre menor que o crescimento da planta 

r¡ 

VARtAC~ QUALITATIVA DE COMPDSTOS FEN~LICOS FORMADOS NA INTERAC~ 

DE ALGUNS FUNGOS E FEIJOEIRO 

PIERRE (19) trabalhando com hipocotilos de feijoeiro inocu­

lados com Th~elav~ops~s baa~cola • Fus~um solan~ f phaseol~ • Clados 

portum cladospo~~aes e Mon~Z~n~a ~t~cola obteve extratos que fo-

ram fracionados com éter de petroleo os quais foram analisados cromato-

graficamente Nesta análise determinou a existencia de tres substancias 

fenolicas as quais denominou substancias I II e III Através de bio-

ensaios verificou que apenas as substancias I e II possuiam atividade 
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antifungica O exame espectrofotometrico demonstrou que a substancia 

11 possuia espectro de absor~ao semelhante ao conhecido para pheseol­

lin Posteriormente P1ERRE e BATEMAN !20) estudando combina~oes Rh~ 

zocton~a soZan~/feijoeiro concluiram que a subst~ncia I e que seria o 

phaseollin,invertendo deste modo a nomemclatura utilizada anteriormente 

VAN ETTEN e BATEMN; (26) , util~zando cromatografia de ca­

mada fina em suporte de silica Gel - G !Merk) e como sistema de sol­

vente urna mistura de pantano - atar etílico - ácido acetico (75 25 1) 

determ~naraM que o Rf do phaseollin era O 34 e que o mesmo poderia 

ser visualizado por fluorescencia scb ultra-violeta curta ou com reage~ 

tes específicos pera fenois 

HADWIGER e Van BROEMBSEN (12) HESS e SCHWOCHAU (13) e 

HESS et alii (14) usaram urna so1u~éo de clorato ferrico a 1/ em ~eta­

nol como reagente específico para pheseollin pulverizando as placas 

cromatografices com esta solu~ao e após breve aquecimento observara~ 

a forma~ao de urna colora~ao avermelhada 

CARDDSD (7) cromatografou extratos de hipocotilos inocu­

lados com FUe~um solan~ f phaseoZ~ utilizando-se do mesmo sistema 

de cromatografia em camada fina descrita por V~N ETTEN e BATEMAN (26) 

e observou que nos extratos resultantes havia urna substancia no Rf O 35 

que fluorescia sob ultra-violeta e urna outr3 mancha no Rf O SS que ab­

sorvia U V Ambas as substancias reagiem para as maiorias dos rae­

gentes de fenois mas no entanto apenas a substancia com Rf O 65 a­

presentou a rea~ao com clorato ferrico e~ metanol descrito como típico 

para phaseo11in por HESS e outros (12 13 14) Esse mesmo autor 
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purificou a partir de plo·as de cromatograma ambas as substancias e de-

terminou o espectro de absor9ao de cada urna verificando que a substen-
• 

cia no Rf ~ 65 possuia o mesmo espectro descrito para o phaseollin 

enquanto que a substancia encontrada no Rf 0,35 apresentava um espec-

tro diferente 

VAN ETTEN e BATEMAN (271 e VAN ETTEN (281 estudando 

extratos de hipocótilos de feijoeiro infectados com Rh~zocton~a sola-

n~ e Fusartwn sol.a:n~ f phaseoh verificaram diferen9as sienifica-

tivas nas subst~ncias induzidas por cada fu~go em particular havandc 

~penes semelhan9as no que se refere e producao de phaseollin e pha -

seollinisoflavan Nos hipocotilob infeLt~des com Rh~zocton~a • foi 

verificada ~randa producao de una subst~nci~ deno~inada kievitone e 

que segundo os autores ap2rentemente é a que p?rece estar primeird-

mente envo.vida na limita,~o das lesoes enquanto que nos hipocotilos 

infectados com Fusa~wn a produ9eo de kevitone foi qu~se nenhuma 

DETERMINAC~ OU~TITATIVA DE ~ENOIS TOTAIS 

PIE~RE (29) utilizou o metodo de Arnow pare a determi-

na9ao de fenois totais, nas diversas linhagens de feijoeiro utilizadas 

em seu trab~lho embora este metodo nao seje o mais adequado pare de-

termine9ao de todos os fenóis SWAIN e HILLS (23) concluem que pó!re 

a determina9a0 quentitative de fenois totais todos os matados sao re-

letivamente empÍricos e que o metodo de Folin-Denis modificado foi o 

que melhor func~onou para determinar o tot;l de fenois em Prunua do-
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mest-r.ca L CARDOSO (7) observou que este tambem foi o melhor metodo 

para a determinacao de fenois totais em feijoeiro 
• 

~TODOS DE INOCULN;I\0 

ARMSTRONG e ARMSTRONG (1) utilizaram em testes de patog~ 

nlcidades fungos da espécie Fusar-r.um O~JBporum no qual o hospedeiro e 

cultivado em areia lavada e irrigada com solucao nutr~tiva Nesta me-

todo o inoculo é cultivado na mesma solucao usada para irrigacáo dos 

hospadairos verificando-se apenas um aumento na concentracao de sais e 

o acréscimo de 2~ de glucosa A inoculacao e feita colocando-se um 

determinado volume da suspensao de inoculo obtida por homogeneizacao 

da cultura em liquidificador em um sulco escavado ao redor do caule 

WELIV\~ (29) desenvolveu o metodo de imersao no qual o si~ 

tema radicular das plantinhas foi imerso em urna suspansao de esporas e 

fragmentos de hifas por um breve perÍodo da tempo e r fetuado entáo o 

transplanta 

BALMER (2) determinou que o metodo de imersáo e muito se-

varo para inocular plantas de algodáo com Fusar-r.um oxysporum f vas-r.n-

fectum CARDOSO (8) estudando as relacoes entre feijoeiro e Fusa-

r-r.um o~Jsporum f phaeeol-r. concluiu que o método de inoculacáo por 

imersáo era o mais eficiente diminuindo o número de plantas escapes 

Este mesmo autor (7) usou o matado de imersao para o astudo das rala-

ceas entra FUsar-r.um solan-r. f phaseol-r. a feijoeiro 
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BIO-ENSAIOS COM SUBST~C!AS ANT!BIQTICAS 

Segundo CAROOSO (7) MULUER desenvolveu a tecnica do blo-

ca de agar na qual a avaliaoao pode ser feita verificando-se a pareen-

tagem de esporas germinados e nao germinados ou o ccmprimento do tubo 

germinativo dos mesmos CRU!CKHANK e PERRIN (ll) e PIERRE e BATEMAN 

(20) estudaram o afeito inibidor do phaseollin utilizando a tecnica do 

crescimento miceliano P!ERRE (19) desenvolveu a tecnica da suspen -

sao de esporas em solucéo nutritiva MUSUMECI (17) desenvolveu um mé 

todo de estudos de substancias inibidoras e microrganismos que consis-

te na distribuicéo de urna camada de meio de cultura sobre urna lámina de 

vid ro Apos a solidificacáo do meio abrem-se pequenos orif{cios com 

os diametros desejados As substancias a serem testadas sáo anta~ ca-

locadas dentro dos orifÍcios e apos um certo período de repouso para 

a difusao das substancias colocam-se no interior desses os microrgani~ 

mas a serem testados 

Em funoáo da revisao de literatura levad• a afeito algumas 

hipoteses de trabalho podem ser levantadas 

i - As substancias fenolicas encontradas em hipocotilos e ra!zes , 

inoculadas e nao inoculadas podem ser qualitativamente dife -

rentes 

ii - As quantidades de fenéis totais encontradas em hipocotilos e 

raízes inoculadas e nao inoculadas devem tambem variar 

iii - Os afeitas inibidores dos diversos extratos de hipocotilos e 

raízes inoculadas e nao inoculadas, podem tambem variar 
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3 - MATERIAL E MOTODOS 

• 
Os organismos utilizados neste trabalho foram con>o plan-

ta hospedeira feijoeiros da variedade Rosinha cujas sementes foram 

fornecidas pelo Laboratório de Sementes da Escola Superior de Agricult~ 

ra "Luiz de Queiroz Como patogeno os isolados 002 e 003 de Fusa-

~um aoZan~ f phaaeoz~ e como organismos testes nos bio-ensaios alem 

dos isolados 003 de FUs~um aoZan~ f phaaeoZ~ ja citado utilizou-

se talltlem o isolado 025 de Fust21'1.um aoZan~ f p~a-z. o isolado 007 de 

Fus~um aoZan-z. f cucurb-z.tae e o isolado de CoZZetot~chum faZcatum • 

este Último gentilmente fornecido pelo Prof Dr H Kimati 

Nos ensaios foram usadas plantas de feijaeiro com cito dias 

de germinadas Estas plantas foram previamente cultivadas em caixas de 

madeira com 75 x 25 x 10 cm (comprimento x largura x altura) contando 

areia lava~a de rio esterilizada por autoclavagem a 1 atm durante 30 

minutos sendo as sementes distríbuidas em S linhas P 2 cm de profund! 
ji 

} 

dada numa base de dez sementes por linha O tratamento superficial das 

sementes foi feita com Oui-boa lhipoclorito de sodio comercial con ten-

do s~ de cloro ativol diluida em agua na propor~áo de 1 3 lv vl pe-

lo tempo de trinta minutos Antes do plantio as sementes foram imersas 

em agua por 24 horas 

Culturas com cito dias de cultivo de Fust21'1.um aolan~ f 

pha8eol-z. usadas para inocula~áo foram obtidas parelelemente ao pro-

cesso de obten~áo das mudas de feijoeiro Usou-se para isto erlenme -
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yer de dois litros contando um litro de meio de ARMSTRONG !ll senda 

os mesmos agitados manualmente duas vezas ao dia 

Estas culturas foram homogeneizados por aproximadamente, 

dois minutos em liquidificador e diluidas cam agua 1 1 {v vl 

Todos os fungos do genero FUsa~um foram conservados em 

solo esteril como descrito por TCUSSOUN e NELSON {241 Sempre que ne 

cessários estas fungos partie-se do material conservado em solo trans 

ferindo-se pequenas por~oes deste para placas de Petri contando estas 

meio de glucose-peptona-agar (GPAJ (8) e daÍ para meios definitivos 

de cultivo 

A inocula~ao foi feita mergulhando-se o sistema radicular 

e a base dos hipocótilos das mudas do feijoeiro obtidas em caixas de 

madeira em 200 ml da suspensao homogeneizada e dilufda de 

so lan1- f phaseo ~1- por cinco minutos Apos a inocula~ao as plant! 

nhas foram transferidas para vasos de barro contando areia lavada de 

rio esterilizada por autoclavagem (1 atm J num total de cinco plan­
(' 

tes por vaso Estas plantas foram em seguida irrigauas com o exces-

so do inóculo e entao irrigadas semanalmente com solu~ao nutritiva de 

ARMSTRONG (1) e diariamente com agua de torneira 

das das caixas de madeira foi feita usando-se um jato contínuo de a-

gua para liberar o sistema radicular com o mínimo de parda de raízes 

Em períodos dete~inados apos a inocula~ao, as plantas 

de feijoeiro foram desenvasadas pelo mesmo processo de jato contínuo 

de agua As partes basais de hipocotilos e os sistemas radiculares 

foram separados o peso fresco determinado e entao armazenados a - 4°C 

,.----- ---;--:---:-:;:--, 
N jf l..j'f9 

ESCDln odrEPirft ~E 

4GRICUlld~Ji luiL 3¡ curJ~ili ) 
-BISLoOTCt:A--------- -
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Sistemas radiculares e hipocotilos coletados foram e~traí­

dos, separadamente com etanol 95- p a numa propor~ao de 1 4 [peso 

fresco em grama de tecido vdlume de etanol em mll em liquidificador 

equipado com copo semimicro-homogeneizador por dais minutos Após a h~ 

mogeniza~ao, a fase lÍquida era separada da fase solida por centrifuga-

~ao a lB 000 g Recolhida a fase lÍquida a fase sólida foi seca por 

24 horas a 105-110 °C e seu peso seco determi~ado A fase líquida 

foi evaporada ate a secagem completa em evaporador improvisado no De­

partamento de Fitopatologia da Escala Superior de Agricultura "Luiz de 

Queiroz" [figura 1 l 

No evaporador a solu~ao etanolica era mantida a urna temp~ 

ratura de 30 a 40 °c em Kitassato em banho-maria e submetida a urna 

baixa pressao Para se acelerar a evapora~ao proporcionou-se urna leve 

corrente de ar soprando sobre a superfÍcie da so1u~ao O ar com vapo-

res de a1cool era passado atraves de um condensador de serpentina em ba 

nho de galo e o condensado recolhido ern um segundo Kitassato ligado a 

urna bomba de vacuo 

Apos a secagem completa dos extratos os resíduos foram re­

o dissolvidos em 10 ml de etanol 95~ , p.a e armazenados a - 4 C 

Ao extrato assim obtido convencionou-se ch~mar de Extrato Etanó1ico 

CEE) 

Fez-se a determina~ao de fenois totais existentes nos ex­

tratos pelo metodo de Folin-Denis segundo descrito por SWAIN e HILLS 

(23) tendo sempre sido usado um padráo conhecido de ácido clorogenico 
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Fig 1 - Evaporador improvisado no Departamento de fitopatologia da Escola 

Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", da U S P 
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em etanol como referencia Os resultados destas analises foram expre~ 

sos no extrato por absorbencia a 725 nm 

Para análise qualitativa dos extratos utilizou-se o siste­

ma de cromatografia em canada fina !CCFJ de Higgs , descrito por VAN 

ETTEN e BATEMAN (26) , como adequado para detec9áo de phaseollin A vi 

sualiza9áo das substancias foi feita sob luz ultra-violeta de comprimen 

to de onda curto e através da rea9áo para fenóis com ferrocianeto + 

clorato férrico (volumes iguais a 1~ em agua) ou com clorato ferrico a 

3~ em onetanol seguidas de breve aquecimento para detecc;:áo de phaseo 1 -

lin segundo HESS e SCHWOCHAU (13) HAOWIGER e VON BROEMBSEM 112) e 

confirmado por CARDOSO ( 7 J 

VARIACAD OE FEN0IS TOTAIS EM HIPOCOTILOS E SISTEMAS RADICULARES 

INOCULADOS E NAO INOCULADOS COM Fusa~um salan~ f phaseo~~ EM 

DIFERENTFS PEP!OOOS APOS A INOCULACAD 

Este experinento foi esquematizado en blocos casualizad~s 

com tres repetic;:óes com a finalidade de se determinar a curva de prod~ 

c;:ao de fenois e as diferenc;:as qualitativas destas substancias em hipo~ 

tilos e raízes de plantas inoculadas e nao inoculadas 

As plantas de feijao foram inoculadas com Fus~um solan• 

f phaseo~~ isolados 002 e 003 e como testemunha utilizou-se plantas 

de feijoeiro cujo sistema radicular e base de hipocotilos foram mergulh~ 

dos em soluc;:ao nutritiva antes de serem transplantados para os vasos 
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A coleta do material para a avalia9ao foi feita em treze 

períodos subsequentes ao transplante das mudas para os vasos 

meiro período foi de 46 horas apos o transplante das plantas e o ~~ 

mo tempo foi mentido entre períodos consecutivos de coleta 

Para ceda p&rcela, em ~aparado foi feita a determina9a0 

de fenois totais nos extratos etanolicos e posteriormente os mesmos 

extratos foram cromatografados para compara9oes qualitativas 

EFEITO ANTI-FUNGICO DE EXTRATO DE TECIDOS DOENTES E SADIOS DE 

HIPOC0TILDS E RA!ZES DE FEIJOEIRO 

Este ensaio foi realizado para determinar se os extratos 

obtidos tinham capacidade inibidora sobre fungos patogenicos e nao p~ 

togenicos ao feijoeiro 

Os extratos usados nestes ensaios foram obiidos de nove~ 

ta plantas inoculadas com FUs~um solan~ f phaseol~ isolado n9 

003 e de noventa plantes nao inoculadas colhides doze dias apos o 

transplante para vasos As extra9Óes dos tecidos de hipocotilos e 

de raízes forem feitas do mesmo modo ja descrito A seguir os extra 

tos foram levados a secagem total em evaporador rotatório a 40°C , 

e entao redissolvidos em 30 ml de etanol 95, p a 

Uma alÍquota de 10 ml do extrato etanólico obtido foi 

diluida com agua numa propo~ao de 1 1 (v vl A seguir o etanol 

foi evaporado a o 40 e em evaporador rotatorio e a fase aquosa fraci~ 
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nada urna vez com eter de petroleo (ponto de ebuli~ao 60 a 80 °CJ na 

propor~ao de 1 4 (v vl ApÓs a parti~ao a fase éter foi totalmente 

evaporada e o res!duo redissolvido em 10 ml de etanol 95~ p a Este 

extrato chamou-se de Extrato ~ter de Petróleo !EEPJ 

Faca a determina~ao dos fenois totais nos extratos origi -

neis bem como naqueles obtidos mediante a parti~ao com eter de petro -

leo as solu9oes testes usadas no bioensaio foram concentradas do se­

guinte modo 5 ml de cada extrato foi totalmente evaporado e o resíduo 

redissolvido em 0,5 ml de etanol ss~ p a 

A detern1ina9ao da capacidade anti-fúngica foi feita pelo 

nétodo desenvolvido por MUSUMECI e FIGUEIREDO (17) Foram utilizadas 

laminas de microscopia sobre as quais foi depositada uma camada de 

meio de cultura 

tro orif!cios de 

GPA na qual apos solidifica~ao foram feitos qua-

3 mm de diámetro Em cada orifÍcio foram colocados 

20 ~1 da solu~ao teste Esta opera~ao foi realizada em duas etapas 

colocando-se na primeira lO ~1 da solu~ao e aguardando-se seis horas 

para que este volume se difundisse no meio e entao foram colocados os 

cutres 10 ~1 e nesta etapa as laminas foram deixadas em repouso por 

doze horas Após este período colocavam-se 5 ~1 de suspensao de 

con{dios dos fungos e serem testados 

Para a ava1ia9ao utilizou-se o diámetro médio de quatro 

colonias submetidas ao mesmo tratemento transformadas em porcentagem 

de crescimento em rela~ao a testemunha, a qual recebeu apenas 20 ~1 

de etanol e foi considerada como lOO~ de crescimento 
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4 - RESULTADOS 

VARIACAO QUANTITATIVA DE FENars'roTAIS EM HIPOCaTILDS E RAfZES 

INOCULADAS E NAO INOCULADAS 

As medias dos resultados obtidos nas anelises quantitetivas 

dos fenois totais em equivalentes de écido clorogenico em 10 ml do 

EE de hipocotilos e de reízes coletedos em diferentes períodos epós e 

inocula~éo encontrem-se nos Quadros 1 e 2 respectivamente Os resul 

tedas originais encontre~-se nos Quedros 1 e 2 do Anexo 

Pelos dados obtidos observe-se qua acorre inicielmnnte um 

aumento rápido na ccncentra~ao de fenois totais nos hipocotilos inocula-

dos com ambos os !solados de FUs~um aoZan~ f phaseol~ e que nas 

plantes nao inoculadas a concentra9ao de substencias fenolices apresenta 

pouce varia~ao mentando-se praticamente inalterada durante todos os 26 

dias apos o transplante 

Observe-se também que existe urna tendencia de aumento dos 
(> 

fenois totais nos primeiros vinta dias e a seguir nota-se uma queda nos 

teores encontrados No caso do isolado 002 , no período de 24 d~as ve 

rifica-se uma queda brusca na concentra~eo de fenóis [Figura 2) 

Na rela~áo entre peso seco de tecido de hipocotilo extraído 

e a concentre;áo de fenois como se pode observar pela Figura 3 as 

plantas inoculadas apresentam um aumento contínuo da concentre~áo de fa­

nÓis, enquanto qua nas plantas nao inoculadas esta concentra~éo permene-

ce constante 
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QUADRO 1 - Fenois totais no EE de h1pocot1los de fe1joe1ros ino­

culados e nao inoculados com os !solados 002 e 003 de 

' FusanW11 solan-z. f phaseoh 

( +) ' Períodos apos Equivalentes de acido clorogenico 

inoculados e m mg/10 ml de Extratos Etanolicos 

(em dias Iso1ado 002 Iso1ado 003 Nao inoculado 

2 o 605 0,313 0,236 

4 1 663 1 337 0,230 

6 3 140 3 186 0,186 

8 3 725 3 833 0,226 

10 4,700 5 740 0,360 

12 4 456 5 957 o 396 

14 4 826 5 176 o 323 

16 4 635 6 450 o 373 

18 5 685 7 oso o 293 
(1 

20 6 870 6,616 o 1316 

22 5 535 6 780 o 283 

24 1 690 7 690 o 303 

26 5,265 5 683 o 236 

( +) Media de tres repetir;:oes 
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QUADRO 2 - Fenois totais no EE de raízes de feijoeiro inocula­

dos e náo inoculados com os isolados 002 e 003 de 

Fusanwn soZañ1 f phaseoh 

Períodos epos 

inoculaváo 

(em diasl 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

16 

20 

22 

24 

26 

Equivalentes 

em mg/10 ml 

!solado 002 

o 623 

1 000 

l 016 

o 960 

0,653 

o 733 

o 730 

o 653 

o 676 

1 110 

0,656 

o 200 

o 885 

de acido clorogenico 
( +) 1 

de Extratos Etanolicos 

!solado 003 Náo inoculados 

0,578 o 590 

0,926 0,536 

1 655 o 426 

1 166 o 513 

o 960 1,250 

1 140 1 580 

o 960 0,970 

o 666 1 033 

1 026 0,590 

1 210 (l 610 

1,140 o 726 

3 713 o 690 

o 666 0,396 

C+J Media de tres repetivoes 



- 19 -

Pela observa9éo dos dedos relativos aos fenóis totois axis 

tantas nos extratos de tecidos de sistemas radiculares inoculados e neo 

inoculados verifica-se urna grande irregularidade nas concentra9oes obt! 

das Nos EE de sistemas radiculares inoculados a concentra9éo de fe 

neis totais cresce até o 69 dia epos o transplente enquanto que nos 

EE de sistema radicular nao inoculados a mesma decresce até este pe -

ríodo e a partir da! verifica-se um aumento ate o 129 dia do transplen-

te 

A rela9éo da concentre9éo de fenóis totais por peso seco 

de sistema radicular extraído mostra que nas plantes náo inoculadas ha 

um decrescimo de fenóis totais deste o 29 die apos o transplante, até o 

final dos períodos Nas plant~s inoculadas o aumento na concentra9eo 

de fenois se verificou ete o 69 die apos o transplante e a partir deste 

período as concentra9oes come9am a cair e as curvas obtidas se torne"'l 

bastante irregulares (figura Sl Entretanto a concentre9áo de fe-

neis por grama de tecidos extraídos é significativamE 1te mareante nas 
1 

plantas doentes 

Comparando-se as concentra9oes de fenóis totais obtidos 

nos EE de hipocotilos e raízes doentes observa-se que no caso de hi-

pocotilos as mesmas sáo meiores que em sistemas radiculares senda que 

em contraposi9áo es raízes sadias apresent~ meiores concentra9oes que 

hipocotilos sadios 

Na Figura 6 podemos observar que o ganho de peso em te-

cidos nos sistemas radiculares náo inoculedos foi crescente em todos os 

períodos, enquanto que nos sistemas radiculares inoculados com os iso 
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lados de Fusal'!-wn solam. f phaseol-z. verificou-se algum crescimento 

apenas em alguns períodos durente todo o experimento senda contudo sem 

pre bem inferior eos sistemas radiculares náo inoculados 

VARIACAO QUALITATIVA DE COMPOSTOS FENOLICOS EM HIPQCOTILOS E 

RA!ZES DE FEIJOEIRO INOCULADAS E NAo INOCULADAS 

As diferen9as qualitativas entre os extratos etanolicos de 

hipocÓtilos e refzes de plantas inoculadas e nao inoculadas nos dife -

rentes períodos de coleta realizadas em CCF encontrem-se nas Figuras 

7 , B 9 , lO e 11 

A observayao dos cromatogramas sob ~ V curto dos EE de 

hipocotilos inoculados e náo inoculados revelou a presen9a de duas subs 

tancias que oabsorvem o comprimento de ende, localizadas nos Rf 0,40 e 

O SS e dues que fluorescem nos Rf O 25 e O 60 Quando se usou fer-

rocianeto + clorato férrico verificou-se intensa rea9ao p=ra fenois 

nos Rf O 2S e O 55 e frece no Rf O 40 Apenas a substancia local! 

zada no Rf O SS reagiu com o clarete férrico em metenol de acorde 

~:cm U2 13 e 14) Nos EE de hipocótilos neo inoculados neo se ve 

rificou e presenya de nenhuma das substancies ac1ma referidas 

Ne análise crometografica dos EE de sistem~s radiculares 

inoculados e nao inoculados notou-se grandes diferen9es entre as subs­

tancias encontradas 
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No exame com U V curto, verificou-se apenas e presen~e 

de tres substancies que absorvem localizadas nos Rf O 50 , O 68 e 

o 70 e que nao se encontram em plantes nao inoculadas Entre es que 

fluorescem, verificou-se apenes o aparecimento de uma substancia loca-

lizeda no Rf O 60 de colorayao emarelo e que aparentemente se encon -

tra em grande quantidade Esta substAncia pessou quese totalmente p~ 

ra a fra~ao eter de petroleo quando foi efetuado o particionemento e 

. 
neo reage para fenóis com os reagentes usados 

No revela~ao dos cromatogramas com ferrocianeto + clore-

to ferrico verificou-se ree9eo para fenóis nos Rf O 68 e O 70 epa -

nas nos extratos EE de sistema radicular inoculado 

EFEITOS INIBITaRIOS DE EXTRATOS OE HIPOCOTILOS E SISTEMAS RADI­

CULARES INOCULADOS E NAO INOCULADOS 

As porcentagens medias de crescimento de alguns isoledos 

de FUB~um so~an~ patogenicos e n5o patogenicos e de Co~Zetot~ -

chum fa~catum isoledo de plantas de milho submetidos e diversos ex-

tratos de plantes de feijoeiro inoculadas e nao inoculadas podem ser 

observadas pelo Quedro 3 

Oe acordo com os resultados obtidos todos os extratos t~ 

veram afeito inibidor no crescimento de Fusa~um so~an~ f cucurb~ -

tae e Co~Zetot~chum fa~catum Con rela9eo aos !solados de Fusa-

~um soZan~ f phaseoh e Fusa~um soZan~ f p~s~ tant:Jem patoge-
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apenas os ex-

Cs extratos EE e EEP de sistemas radiculares inoculados 

tiveram a~ao ~nibidora contra todos os fungos testados epesar de gre~ 

de diferen~e ne concentra9ao de fenois totais 



QUAORO 3 - Efeitos inibitorios dos diversos Extratos de Hipocotilos e Sistemas Radiculares 

inoculados e nao inoculados 

Concentra~ao dos 

Ex tratos (¡lg/lll) 

F sol.am, f p'Ls'L 

~ de crescimento 

F sol.an1- f phaseoh 

~ de crescimento 

F so Z.an1- f cucurb1. tae 

" de crescimento 

Col.letotr1.chum fal.catum 

% de crescimento 

EE 

Hipocotilo 
Sadio 

0,56 

EE EEP 

Hipocotilo Hipocotilo 
Inoculado Inoculado 

3,66 o 29 

EE 

Raiz 
Sadias 

1 36 

EE 

Raiz 
Inoculada 

1 45 
, , , . . , 

90 65 lOO lOO 70 

lOO 60 100 100 60 

so o 70 25 37 5 

47,6 o 49 1 21,7 o 
= 

EEP 

Raiz 
Inoculada 

o 24 

63 
r 

60 

55 

26 

Controle 

Etanol 

95~ p a 

lOO 

lOO 

lOO 

100 

. ~ 

Período de 46 horas 

"' "' 
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5 - DISCUSsAO E CONCLUSOES 

Como pode-se observar nos resultados dos nossos trabalhos 

a concentra9ao de compostos fenolicos nos EE de hipocótilos aumentou 

com o progresso da doen9a Isto foi verif~cado oara os deis casos nos 

quais se correlarionaram as concentra9oes obtidas por peso seco de teci 

do extraído e volume de extrato obtido o que coincide com os resulta -

dos de CARDDSO (7) Resultados semelhantes nos quais foram verifica 

dos o aumento da concentra9ao de substancias de natureza fenolica com 

o desenvolvimento da doen9a ou aumento do numero de lesoes foram tam -

bem encontradas por PIERRE (19) em intera9oes de plantas de feijoeiro 

com Fus~um e Th~eZ~ops~s , verificando-se o ~esmo com ROMANOWS 

KI (22) que usou os mesmos hospedeiros inoculados com CoZZetot~chum 

hndemuth~anum 

Nos sistemas radiculares as concentra9oes de compostos fe 

nólicos apresLntam urna varia9ao muito grande em todos os tratamentos 
( 

Quandu estas concentra9oes foram correlacionadas por pL~o seco de teci-

do extraÍdo observou-se que nos EE de sistemas radiculares inocula -

dos e nao inoculados as concentra9oes de fenois eram igualmente altas 

no primeiro período de coleta (deis dias apos o transplantal A par-

tir deste período observou-se nas raízes de plantas nao inoculadas urna 

diminui9ao na concentra9áo de fenois totais A elevada concentra9ao 

da feno~s inicialmente observada tanto em plantas doentes como sadias 

provavelmente se deve a ferimentos feitos nas raízes durante a opera-

9ao de transplante (lO) 
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Analisando-se o ganho de peso seco de raízes (Figura 6) 

observa-se que ha un aumento pragressivo deste nos sistomas radiculares 

r~o inoculados e praticamonte nenhun nos s1stemas radiculares inocula -

dos Com baso nostes resultados pode-se explicar quP a alta caneen -

tra~ao de fenois tota1s ob~ida nos sistemas rc~iculares de plantas nao 

inoculadas decorre em so ter extraído una quantidade muito grande 

de tecido Esta hipotese e refor~ada comparando-se o ganho de peso 

dos sistemas radiculares inoculados com os dais !solados de FUsa~um 

so~~ f phaseol~ e aquele apresentado pelas plantas testemunhas 

A 1rregular1dade das curvas obt1das quando considerou-se a 

concentra~ao de fenóis totais por EE obtido (equivalente a concentra­

yac de fenois por tratamento) nos diferentes períodos deve-se ao feto 

da constante produ~ao de novas raízes e a parda de tecido das raízes ve 

lhas 

As novas rdÍzes apresentavam-se sem sintonas da doen~a a a 

sua quantidade era variavel de período para perÍodo e consequentemente 

a quentidade de fenois extraída nao ropresentava apenas aquela existen­

te em tecido doente O total de fenois nos sistc~as radiculares de 

plantas nao inoculadas quando expressos em concentrayáo de fenois por 

tratamento também mostraram muita varia~áo nos d1ferentes per1odos de 

coleta Esta varia~áo é provavelmante fun9áo das quantidadas de 

novas raízLs nos diferentes períodos 

Observando-se a Figura 5 , no 169 die do período nos sis-

temas radiculares 1noculados com o !solado 003 nota-se significativa 

queda na curva obt1de Entretanto na Figura 6 cbnarva-sa um aumento 
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no peso seco no mesmo período de coleta, dos sistemas radiculares in~ 

culedos com o mesmo !solado Isto possivelmente deverá ter refletido 

na queda acentuada da concentra~ao dos fenóis totais 

Na análise qualitativa dos EE de hipocótilos inoculados 

verificou-se a presen~a de substancias fenolicas nos Rf 0,25 O 40 

e O 55 das quais apenas aquela localizada no Rf O SS apresentou 

rea~ao específica para phaseollin de acorde com HADWIGER et al11 

HESS et al e HESS et alii (12 , 13 e 141 Considerando-se os re-

sultados aqui obtidos e os de CAROOSD (71 , que determinou o espectro 

de absor~ao desta substancia e os resultados de MICHELE et alii (151 

que usou o mesmo sistema cromatográfico os mesmos indicam o Rf pr~ 

vável para phaseollin como sendo 0,55 e nao como originalmente des-

crito por BATEMAN (41 

Das substancias encontradas nas analises qualitativas 

dos EE obtidos de hipocotilos inoculados em diferentes períodos a-

pos o transplante 
(' 

podemos destacar o phaseollin co• o senda a prime! 

ra substancia a se acumular nos tecidos em quantidades detectaveis 

quatro dias apos a inocula~ao Isto nos leva a crer que esta subs -

tancia deva ser a primeira a ser produzida em hipocotilos como urna 

reaoao a invasao desses tecidos por FUsa~~ aolan~ f phaseo~~ 

VAN ETTEN e BATEMAN (271 ver1f1caram que em hipocótilos 

infectados com Rh~aooton~a so~an~ forma-se urna substancia que os a~ 

toras denominaran de kievitone, e que segundo os mesmos, e a que pa~ 

ce ser a mais importante na rea~ao das plantas de feijoeiro a aoao 



- 37 -

deste fungo Contudo os mesmos autores verificaram que hevie produ-

~ao de pheseollin em concentre~aes aprecieveis nos mesmos tecidos 

VAN ETTEN (26) verificou que em hipocotilos infectados 

com FUs~um solan~ f phaseoZ~ e produ9ao de kevitone e quase nu­

la enquanto que a produ9ao de phaseollin se verificava em grandes 

quantidades 

Estas resultados vem refor9ar a nossa hipÓtese estabele­

cendo o phaseollin como a principal substancia envolvida na intera9ao 

de hipocotilos de feijoeiro e diferentes microrganismos mesmo porque, 

epesar de se verificar a forma9ao de outres substancias, o mesmo se en 

contra em quentidades apreciaveis e é urna das primeiras detectáveis 

As análises cromatográfices dos EE de sistemas radicul~ 

res mostraram grandes diferen9as entre as plantas inoculadas e es nao 

inoculadas O conteúdo fenolico dos sistemas radiculares eram também 

qualitativemente diferentes daqueles encontrados em hipocotilos 

Nos EE de sistemas radiculares, verif cou-se o apareci­

mento de duas substancias fenolicas de Rf bastante proximos (O 66 e 

O 70) e urna outra que fluoresce amarelo sub U V , nao reagindo para 

fenol (Rf O 60) Estas substancias nao foram detectadas em siste -

mas radiculares nao inoculados, mesmo quando astes foram submetidos a 

injÚria de natureza mecanice no momento do transplente A substancia 

A descrita por CARDOSD (7) e o phaseollin nao foram observados nos 

EE de tecidos de sistemas radiculares inoculados e nao inoculados o 

que mostra existir urna resposta qualitativa diferente entre os dois ti 

pos de tecido em questao Estas diferen965 entre os diversos EE p~ 
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de favorecer a nossa ,ipotese de que o phaseollin é a principal subs­

tancia fenólica envolvida na rea~ao dos tecidos de hipocótilos ao pr~ 

cesso da doen~a, apesar de encontrarmos na literatura (13 14 e 16) 

inúmeros trabalhos que mostram a forma~ao de phaseollim em cutres te­

cidos que nao os de hipocotilos 

Nos diferentes períodos de coleta das plantas inocula -

das observou-se tambem que a a~ao dos deis isolados de Fus~um so-

lant. f phaseo Z.t. foi sempre mais intensa nos sistemas radiculares 

que nos hipocotilos submetidos ao mesmo tratamento BURKE (6) tam-

bém trabalhando com plantas de feijoeiro inoculadas com Fusanwn • 

demonstrou que este fungo ocasiona urna maior rala~ao da produ~ao qua~ 

do causa podridao da raiz 

Nos bio-ensaios efetuados verificou-se que todos os ex­

tratos tiveram um afeito inibidor contra os fungos nao patogenicos ao 

feijoeiro Nos testes efetuados com os fungos patogenicos as ini­

bi~óes se verificaram apenas com os EE de hipocotilos inoculados e 

os EE e EEP de sistemas radiculares inoculados Entre os EEP ob 

tidos de plantas inoculadas apenas os de sistemas radiculares inocu­

lados apresentaram atividade inibitÓria contra os fungos testados 

Os extratos EE de sistemas radiculares néo inoculados 

apresentaram urna atividade inibitória bastante alta a fungos nao pat~ 

genicos, o que demonstra a existencia de substancias pré-formadas ou 

a sua forma~éo em virtude dos ferimentos que as mesmas foram submeti­

das no procasso de transplante 
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Observando-se as concentracoes de fenois totais nos diver-

sos extratos usados (Quadro 3) pode-se notar que no EEP de sistemas 

radiculares inoculados a concentracao de fenois e muito baixa sem con-

tuda deixar de apresentar urna carta acao antibiotica, e qua podará ser 

consequencia da presenca da substancia que fluoresce amarelo em U V e 

se situa no Rf 0,60 nas placas de cromatografia Esta substancia 

nao aparece em sistemas radiculares nao inoculddos 

Em virtude dos fatos ate aqui observados, podemos estabel~ 

cer algumas hipoteses sobre a maior suscetibilidade dos tecidos de si~ 

temas radiculares que o de hipocotilos a acao do FUs~um soLan~ f 

phaseoh 

1 - A menor concentracao de tenois totais formados nos tecidos 

radiculares durante o estabelecimento do patogeno 

2 - Ausencia de phaseollin nos tecidos de sistemas radiculares 

3 - Localizacao nos sistemas radiculares de urna maior concentr~ 

cao de inoculo • em virtude de urna grande superf!cia da con 

tacto dispon!vel 

Oe in!cio podemos excluir as duas primeiras hipoteses est~ 

balecidas pois caso a maior resistencia dos hipoctoilos fosse condicio 

nada pela maior concentracao de fanois totais ou a prasenca de phasaol-

1in nestes tecidos, os resultados obtidos nos bio-ensaios teriam sido 

dif arentes Como pode-se observar no Quadro 3 o afeito do EEP da 

sistemas radiculares inoculados apresentou a mesma capacidada inibitó • 

ria contra o Fus~um soZan~ f p1~seoz~ , que o EE da hipocótilos 

inoculados apesar destes ultimas apresentarem urna concentracáo de fa-
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nóis totais 16 vezas maior o tambem estar presente a substancia denomi-

nada phaseollin 

i Apesar da importancia dada ao phaseollin como discutimos 

anteriormente, em virtude da ser a primeira a se formar em quanti-

dadas detectáveis os nossos resultados nao demonstram isto podando 

talvaz sarem consequéncia do metodo utilizado no bio-ensaio ou da va-

riedada de feijoeiro utilizada 

Resta-nos portante a terceira hipotese, como a mais via-

val para explicar a maior degrada~áo dos tecidos de sistemas radicula 

res 

Como foi citado anteriormente o metodo de inocula~áo u-

tilizado neste trebalho consistiu na imersao de hipocotilos e sis-

temas radiculares, palo t8mpo de cinco minutos numa suspensao de es-

poros e micelio dos fungos utilizados Como pode-se observar o uso 

deste metodo pe~ite que urna maior quantidade de tecido de sistemas 

radiculares fiquom am contacto com os fungos concorrendo, portento 

para que urna maior quantidede de propágulos fiquem aderidos eos mes-

moa verificando-se, portento a possib1l1dade da existirem penetr~-

~ces nos tecidos simultencamanta em vários pontos, o que, consequsn-

temente, levaria a urna menifesta~ao mais intensa da doen~a nestes te-

cidos,que nos tecidos de h!pocotilos 

Pelos resultados obtidos podemos de !mediato concluir 

que 
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1 - As substancias fenolicas ancontradas em hipocotilos e reizes 

de feijoeiro inoculados e nao inoculados sao realmente quel! 

totivemsnte diferentes 

2 -

3 -

- . . As concentra~oss de fanois toteis encontradas em hipocotilos 

e raizos inoculadas 9 nRo inoculadas sao tambem diferentes 

Os afeites antibioticos dos diversos extretos testados forns 

ceram respostas mais de natureza qualitetiva que quantiteti­

ve 
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6 - RESUMO 

Hipocótilos e raízes de feijoeiros foram inoculados com 

dois !solados de FUs~um solan~ f phaseol~ As plantas inocula -

das apresentaram sintomas da doen~a que foram mais intensos quanto 

mais longo o período após a inocula~ao As plantas náo inoculadas 

nao apresentaram sintomas 

Hipocótilos e raízes das plantas inoculadas e nao inocu-

ladas foram usados para analiqes quantitativas e qualitativas de fe-

nóis totais em diferentes períodos apos a inocula~ao 

Os extratos etanolicos de hipocótilos e de raízes foram 

preparados com a extra~áo de cinco hipocótilos na propor~áo de 1 4 

(p vl de etanol 95/ p a Os fenóis totais foram determinados pe-

lo método de Folin-Oenis e os resultados expressos em equivalentes de 

ácido clorogenico por volume de extrato obtido e por paso seco de te-

cid o 
1¡ 
1¡ 

A concentra~ao de fenois totais nos hipocotilos inocula-

dos apresentaram um aumento contínuo quase ate o final dos períodos 

enquanto que em hipocótilos náo inoculados nao se verificou nenhum a~ 

mento em todos os períodos de coleta Em sistema radicular inocula-

do, o aumento na concentra~ao de fenois verificou-se até o sexto dia, 

apos a inoculacáo sendo que a partir desse dia a mesma se tornou 

bastante irregular Na rela~áo da concentra~ao de fenois totais por 

peso seco de tecido extraído as curvas apresentaram teores signific~ 

tivamente maiores 
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Os extratos etanolicos de sistemas radiculares sadios 

apresentaram teores bem elevados de fenois totais 

Na analise qualitativa , em cromatografia de camada fina 

dos extratos de hipocotilos inoculados, verificou-se a presen~a de 

duas substancias que reagem intensamente para fenóis nos Rf O 25 e 

O 55 e urna outra muito fraca no Rf O 40 Em sistemas radiculares 

inoculados verificou-se rea~ao para fenois nos Rf o 68 e O 70 po-

ren aparece tambem urna substancia no Rf O 60 que fluoresce amarelo 

em ultra-violeta e que nao reage para fenois Esta substancia noo 

aparece em Pxtratos de plantas sad1as 

Quando foi ~eito o fracionamento com eter de petróleo do 

extrato etanolico de sistemas radiculares inoculados verificou-se que 

esta substancia migra para a fase eter quase que totalmente 

Os extratos etanolicos e os extratos de eter da petroleo 

de h1pocotilos e de ra!zos inoculados e nao inoculados foram testados 

contra fungos patogenicos e nao patogenicos ao feijoe1ro 
'1 

Todos os extrato~ tiveram a~ao inibidora aos fungos nao 

patogenicos ao feijoeiro Entre os extratos eter de petroleo ape -

nos os de raízes inoculadas apresentaram atividade inibitoria aos fun-

gas patogenicos 
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7 - SlJ"'lMARY 

Hypocotyls and roQta of bean plants were inoculated with 

two isolates of Fusanwn soZan-¡. f phaseoh The inoculated plants 

showed disease symptoms that were more severa at longar periods after 

inoculation The non inoculated plants ahowed no symptoms 

Hypocotyla and roots of the inoculated plants were used 

for quantitative and qualitative analysea of total phenols at differents 

periods after inoculationa 

The gthanolic hypocotyl and root extracta were preparad 

from planta using a proportion of l 4 (w v) of ss~ ethanol p a 

The total phenols were determinad by the Folin Denia method and the 

results expressed as equivalents of clorogenic acid par volume of ex-

tract or par dry weight of extractad tissues 

The concentration of total phenols in the inoculated hy­

pocotyl extract increaaed with time attaining a maximum 13 days after 

inoculations while in the non-inoculated hypocotyls /,e concentration 

waa alwaya very low even at the final perioda 

In the inoculated roots the total phenol concentration i~ 

creaead up the 6th day after inoculat1on and at later periods it waa 

very irregular Expressing the total phenol content relativa to the 

dry weight of plants the curve showed aignificantly higher levels 

The extracts of healthy roots presentad a high level of 

total phenols 
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Root extracts of inoculated plants showed two substances 

(Rf O 68 end O 701 that roacted for phenols and another (Rf O 601 

that fluoresced yellow in ult~aviolet light but wich did not react for 

phenols No such substances were found in healthy plant extracts 

When fractionating ethanolics extracts of roots of inocu-

lated plants with petroleum ether this substance moved to in the ether 

fase 

All the extracts from inoculated and non-inoculated roots 

and hypocotyls were testad against pathogenic and non-pathogenic fungi 

All the extracts presentad inhibition of non-pathogenic fungi while 

only the extracts of inoculated roots showed inhibition of pathogenic 

fungi 
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9- ANEXOS 
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QUADRD I Fenóis Totais nos EE de Hipocótilos de Feijoeiro Inocu­

lados e Neo Inoculados com os !solados 002 e 003 de 

Fusartum so~~ f phaseol~ mg/ml de extrato 

Períodos apos 
Inocula~;áo em 

di as 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

• 

Inoculado 002 Inoculado 003 Nao Inoculados 

o 072 

0,049 

o 218 

o 151 

o 130 

0,350 

0,280 

o 312 

0,297 

o 360 

o 460 

0,414 

0,468 

o 528 

o 301 

o 490 

o 546 

o 023 

0,031 

o 040 

o 098 

0,151 

0,151 

o 336 

0,030 

o 320 

0,410 

o 330 

o 410 

0644 

0,504 

o 574 

o 608 

o 552 

0,624 

o 025 

o 023 

o 023 

o 021 

o 023 

o 023 

0,018 

0,019 

o 019 

o 024 

0,025 

o 019 

0,034 

0,031 

o 043 

o 033 

0,037 

o 049 

(continua 
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QUADRD I - Continua~ao 

Períodos apos • 
Inocula~ao em Inoculado 002 Inoculado 003 Nao Inoculados 

di as 

o 404 o 508 o 025 

14 o 560 o 477 o 037 

o 484 0,567 o 035 

0,441 o 530 o 054 

16 o 508 o 545 0,025 

0,441 o 860 o 033 

0,574 o 675 o 035 

18 0,490 0,630 o 035 

o 670 0,810 0,018 

o 648 0,810 o 031 

20 o 792 o 650 o 033 

o 621 0,585 o 031 
(1 

1 

o 756 o 585 o 031 

22 o 630 o 567 o 023 

0,648 o 508 0,031 

0,171 0,880 o 023 

24 o 207 o 567 0,035 

0,920 0,033 

o 544 o 405 o 027 

26 o 585 o 508 o 023 

o 792 o 021 
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QUADRO 11 - Fenóis T~tais nos fE de Raízes de Feijoeiro Inocula-

dos e Nao Inoculados com os !solados 002 e 003 de 
• 

Fusarz.um solan'l- f phaseoh mg/ml de extrato 

Períodos epas 
Inocula~¡:ao em 

di as 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

Inoculado 002 Inoculado 003 Nao Inoculados 

0,069 

0,069 

o 049 

o 101 

o 090 

o 109 

o 086 

o 098 

0,121 

o 072 

0,092 

o 124 

o 064 

O lOO 

0,092 

o 058 

o 084 

o 078 

o 076 

o 056 

o 041 

o 086 

o 094 

o 098 

o 163 

o 163 

o 169 

o 076 

0,116 

o 164 

o 082 

0,108 

o 098 

o 106 

o 134 

O lOO 

o 053 

o 065 

o 059 

o 049 

0,059 

o 053 

0,045 

0,043 

o 040 

o 069 

0,054 

o 031 

o ,138 

o 117 

o 123 

o 162 

0,174 

o 138 

(continua 
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QUAORO II - Continua~ao 

Períodos apos 
Inocula~ao em Inoculado 002 Inoculado 003 Nao Inoculados 

di as 

o 056 0,062 o 096 

14 o 066 0,106 0,106 

o 124 o 067 

0,054 0,074 o 076 

16 o 062 0,106 o 092 

0,080 0,080 O, 140 

o oso 0,113 0,058 

18 o 067 o 113 0,075 

0,086 o 062 o 043 

O lOS 0,147 0,054 

20 0,093 O, 111 0,062 

0,135 O, lOS 0,067 

o 043 o 087 0,074 

22 0,100 o 120 0,074 

0,054 0,135 o 070 ..._______ 

0,019 0,880 o,oso 
24 0,021 O,ll3 o 067 

o' 121 o 090 

o 099 o 046 o 056 

26 0,066 0,032 

o ,076 0,050 0,029 


