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1. 

INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

O arroz é uma das mais importantes fontes energé

ticas na alimentação humana. Entretanto, sua produção é bastan-

te limitada por uma série de fatores, entre os quais se pode 

destacar os de caráter fitopatolÓgico e, dentre estes, a doença 

conhecida por "brusone", causada pelo-fungo Pyricularia oryzae 

Cav., que traz enormes prejuízos ã produção do cereal. 

A "brusone" tem sido considerada como um dos fa-
... 

tores limitantes na cultura do arroz em todo o mundo, mas e nas 

regiões tropicais que se tem registrado os seus maiores 

(4, 8, 16 e 17). 

danos 

No Brasil, país tropical por excelência, o arroz 

ocupa um lugar de destaque entre as principais culturas, sendo 

também, uma fonte de carbohidratos na dieta de grande parte da 

população. Entre nós, a maior parte da produção é obtida atra� 

vês de culturas de sequeiro (cultura não irrigada, em terras 

altas), nas quais a "brusone" é uma das principais limitações 
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(6). Embora esta doença seja considerada de menor importância 

nas culturas irrigadas de outros estados, no Rio Grande do Sul, 

com clima tipicamente temperado, tem sido responsável por gran

des prejuízos neste sistema de cultivo (10, 14, 26 e 28). 

A literatura sobre a patologia do arroz mostra 

que a maioria dos trabalhos nesta área se refere ã doença "bru

sone", fato este que não demonstra apenas a sua importância, 

como também evidencia as dificuldades que têm sido encontradas 

para descobrir e desenvolver um controle econômico e eficiente. 

Na literatura brasileira, nota-se que houve um grande empenho 

dos fitopatologistas em conhecer a variabilidade do P. oryzae 

para que se pudesse selecionar variedades que apresentassem re

sistência vertical ou horizontal, e também na seleção de fungi

cidas, buscando um controle eficiente do patógeno (1, 11, 24 e 

2 5) 

Embora sejam muitos os trabalhos existentes sobre 

a "brusone11

, ainda são poucos os resultados conclusivos exis-

--- tentes que podem orientar a solução do problema. O principal 

obstáculo é a grande variabilidade do patógeno (1, 24 e 25) 

que tem levado os técnicos a abandonarem a seleção de varieda

des com resistência vertical e procurarem aquelas com resistên

cia horizontal, a exemplo do que já vem sendo feito em outros 

países.(13, 15, 16, 35 e 38). 

Devido às dificuldades em desenvolver os métodos 

clássicos de controle de doenças para o caso da "brusone", mui

tos autores, principalmente os japoneses, passaram a estudar 
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intensamente os mecanismos de resistência àquela doença. com a 

finalidade de buscar novos e mais eficientes métodos de contro

le (16, 32 e 33). 

Os primeiros trabalhos relacionaram a resistência 

a P.oryzae com a resistência à penetração, devida ã deposição 

de sílica na epiderme das folhas de arroz. Inclusive, tal pen

samento foi considerado válido por muito tempo e inúmeros tra

balhos de seleção de variedades e de adubação foram executados 

com base no mesmo. Mas, em trabalhos mais recentes de Yoshida 

et al., citados por OU (16)_, ficou comprovado que em algumas 

variedades não ocorria essa relação, evidenciando que os meca-

nismos de resistência a P.oryzae eram muito mais do que uma 

simples barreira à penetraçao do fungo. 

Trabalhos posteriores realizados por Otani, Toku

naga e outros, também citados por OU (16), determinaram a exis

tência de uma relação entre a suscetibilidade a P.oryzae e os 

teores de nitrogênio solúvel e total. Outros estudos, ainda 

relacionaram a variação desses teores de nitrogênio, que deter

minam suscetibilidade, com a ocorrência de temperaturas baixas 

durante o período vegetativo das plantas de arroz. No relatório 

de 1967 do International Rice Research Institute (19), a susce

tibilidade a P.oryzae também foi correlacionada com os teores 

de açúcares redutores e aminoácidos. 

Posteriormente, a resistência a P.oryzae foi as

sociada ã ação tóxica de compostos já existentes na planta ou 

formados durante o ciclo de relações patógeno/hospedeiro, sobre 
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o fungo. Assim, trabalhos de Kawamura e Ono, citados por OU

(16), mostraram que ocorre paralisação no crescimento do fungo 

no interior das células do arroz e que as hifas morrem por oca

sião da reação de hipersensibilidade de plantas resistentes, 

sugerindo que isso é devido à a�ão simultânea de compostos 

químicos e de contração mecânica das células invadidas. 

Entre os compostos tóxicos a P.oryzae, SUZUKI 

(33) cita que já foram detectados em arroz, fenóis, flavanóides

e outros, que estão relacionados com a resistência ao referido 

fungo. Em outras combinações patógeno/hospedeiro, também têm 

sido encontrados compostos semelhantes, segundo GOODMAN et al. 

(7) e WOOD(40).

De acordo com Wakimoto e Yoshii, citados por 

GOODMAN et al. (7), pode haver uma relação entre o grau de re

sistência a P.oryzae e os níveis de fenóis pré-formados exis

tentes em plantas sadi�s. de modo análogo ao existente em ou

tras plantas, para outros patógenos. Afirmam também os auto

res, que os níveis de fenóis nas plantas de arroz diminuem com 

a aplicação de grandes quantidades de nitrogênio. Essa correla

çao entre fenóis pré-formados e a resistência a �.oryzae, tam

bém foi encontrada por SRIDHAR (30). Em plantas jovens de uma 

variedade suscetível, o autor encontrou maiores níveis de or

thodihidroxifenóis e fenóis totais nos extratos, em etanol a 

quente, do que nos de uma variedade resistente. Porém, a rela

ção se inverteu nas plantas mais velhas, variando também com o 

período vegetativo e com a adição de nitrogênio. 
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REDY et al. (23) constataram que a falta de lumi

nosidade determinou que plantas de arroz estioladas tivessem 

menores teores de fenóis totais� flavanóides, nitrogênio amino 

e nitrogênio total, do que plantas desenvolvidas ao sol. Con

forme sugerem os autores, tais plantas estioladas foram mais 

suscetíveis a P. oryzae devido à redução dos níveis de fenóis 

e flavanóides. 

GRIFFITHS (9) verificou menor germinação em espo

ros de P. oryzae quando em contato com o extrato aquoso de fo

lhas de uma variedade resistente, do que com o de uma variedade 

suscetível. Quando os esporos foram colocados em contato com os 

exsudatos de ambas as variedades de arroz, nao foram notadas 

diferenças na germinação. Em testes paralelos, também observou 

que o fungo P. oryzae penetrou nas folhas das variedades susce

tível e resistente, mas o desenvolvimento das lesões ocorreu a-

penas na suscetível. O autor sugere que tais diferenças foram 

devidas à presença de polifenóis no extratos das plantas da va

riedade resistente, mas nao realizou nenhum trabalho que com

provasse tal hipótese. 

Segundo cita WOOD (40), Oku determinou que os po

lifenóis ácido clorogênico e catecol, extraídos de plantas de 

arroz, inibem o crescimento de Cochliobolus miyabeanus (forma 

perfeita de Helminthosporium oryzae) em cultura. TOMIYAMA (34) 

também cita que ocorrem grandes aumentos nas concentrações de 

ácido clorogênico e catecol nos tecidos adjacentes aos atingi

dos por P. oryzae e Helminthosporium sp .. 
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SRIDHAR (30) verificou que houve aumento na sín -

tese de fen6is com a inoculação de f. oryzae e que esse aumento 

foi maior na variedade de arroz resistente. 

Referindo-se ao metabolismo dos fenóis em várias 

espécies de plantas, GOODMAN et al. (7) dizem que após a pene

tração de um patógeno, geralmente ocorre um acúmulo de fenóis, 

que é mais rápido nas combinações patógeno/hospedeiro incompa -

tíveis. Segundo esses autores, o modelo mais satisfatório para 

testar tais acumulações, é obtido quando uma mesma variedade 

inoculada por duas ou mais raças diferentes de um mesmo patóge-

no. 

De acordo com citações de vários autores (16, 20, 

31, 32 e 33), foi comprovado que nas variedades de arroz resis

tentes a R· oryzae, formam-se lesões pequenas e de coloração 

marrom, enquanto que nas suscetíveis as lesões são extensas, de 

�oloraçio grís e quando possuem bordos marrons, estes surgem 

muito mais tarde. SUZUKI (32 e 33) e OU (16) citam que a forma

ção de um halo de coloração marrom ao redor das lesões de "bru

sone", coincide com o acúmulo de fenóis que reagem com indica

dores de orthodihidroxifenóis. 

SRIDHAR et al. (31) dizem que as variedades de' ar

roz resistentes ã "brusone" mostram reação de hipersensibilida

de, sugerindo que ocorrem mudanças nos compostos presentes nas 

plantas, após a penetração do P. oryzae, determinando-lhes a 

característica de suscetibilidade ou resistência. Nesse traba

lho os autores comprovaram que o desenvolvimento de lesões nas 
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folhas de arroz foi inibido quando a coloração marron atingiu o 

seu máximo, o que ocorreu mais rapidamente nas variedades re

sistentes. Segundo o relatório de 1972 do International Rice 

Research Institute (20), a maior rapidez com que se forma a co

loração marrom nas diférentes variedades de arroz, esta corre

lacionada com o grau de resistência das mesmas. 

Em plantas de arroz também foram encontrados, 

além de catecol e ácido clorogênico, vários compostos fenólicos 

(ácidos salicílico, p-coumárico, ferúlico, o-hidroxibenzóico e 

vanílico) e flavan6i<les (tricin, oryzagenin, inetin, homoine

tin, homoorizatin, inabin e homoinabin) que estão correlaciona

dos com a resistência a P. orvzae, segundo cita SUZUKI (33). 

De acordo com o relatório de 1972 do Internatio -

nal Rice Research Institute (20), as quinonas são os compostos 

mais tóxico a P. oryzae, entre os diversos encontrados na 

planta de arroz. Vários desses polifenóis e quinonas, particu -

larmente o catecol, ácido clorogênico e �-quinona intensifica-

ram a coloração marron das lesões quando adicionados às mesmas• 

Esta coloração desapareceu quase que completamente com a adição 

de ácido ascórbico. WOOD (40) cita que Oku determinou fenômeno 

relacionado, no qual a adição de ascorbato ou glutationa ao i

nóculo de C. miyabeanus (H. oryzae), diminuiu a resistência de 

plantas de arroz ao fungo. 

Além de compostos fenólicos, também já foi deter

minado por UEHARA (36) que no arroz forma-se uma fitoalexina em 

resposta à ação de P. oryzae, de modo semelhante a outras fito-
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alexinas de diversas espécies vegetais (5, 7 e 40). Para detec

tar a fitoalexina do arroz, UEHARA (36) usou a técnica de difu

sao em gotas, em folhas destacadas, aplicando uma suspensão de 

esporos de P. oryzae por 1lleio de um tubo capilar de vidro, com 

o qual também perfurava as folha. Depois de uma incubação por 

24 horas, na temperatura de 25-28 9 C., as gotas foram recoleta

das, agrupadas e centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos, des -

prezando-se o s�dimento. O sobrenadante foi ensaiado na germi

nação de esporos de f. oryzae, diminuindo a percentagem de ger-

minação para 2,5%, enquanto nos controles em parafina e agua 

destilada o Índice de germinação foi de 75% e 96%, respectiva

mente. Em outro experimento, relatado no mesmo trabalho, o au

tor verificou que as variedades de arroz resistentes produziram 

a fitoalexina mais vigorosamente do que as suscetíveis. 

Posteriormente, UEHARA (37) demonstrou que a com

binação Arroz x Xanthomonas oryzae também produzia a fitoalexi

na, e que esta inibia a germinação de P. oryzae. Com isso, o 

autor determinou que a fitoalexina não era específica, podendo 

ser também induzida pela ação de uma bactéria. 

KIYOSAWA e FUJIMAKI (12) verificaram que a inocu

lação de uma raça não virulenta de P.oryzae, antes da inocula

çao de uma raça virulenta, sobre a mesma planta de arroz, ini

biu o desenvolvimento de lesões extensas, características da 

suscetibilidade e observadas quando apenas a raça virulenta foi 

inoculada. Os autores sugeriram que tal fenômeno de proteção 

cruzada foi devido à formação de uma fitoalexina, pela ação da 
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raça nao virulenta, que atuou sobre a raça virulenta, inibindo 

o crescimento das lesões. Entretanto, nao foi feito nenhum tra

balho procurando confirmar tal hipótese.

Os trabalhos· sobre fitoalexinas em arroz, cuja 

composição química ainda não fÓi identificada, ficaram restri -

tos às determinações de UEHARA (36 e 37). Segundo SUZUKI (33) , 

existe necessidade de um grande número de estudos precisos so

bre as fitoalexinas do arroz e sua natureza química, antes de 

ser atribuido o interrompimento do crescimento das hifas de P. 

oryzae, unicamente ã sua produção. 

Entre os métodos de obtenção de fitoalexinas de 

plantas, CRUICKSHANK (5) salienta que a difusão em gotas é o 

melhor para se estudar as bases químicas das reações de células 

vivas, porque permite que �s exsudatos sejam ensaiados de modo 

direto, enquanto que os extratos químicos obtidos por outros 

métodos precisam ser primeiramente preparados. 

Porém, em outras culturas, notadamente em feijo -

eiro, têm sido extraídos de modo eficiente compostos fenólicos 

e fitoalexinas por meio de etanol 70-951 (3, 18 e 39), seguin

do-se as·bperições de concentração, purificação parcial e eva

poraçao sob pressao reduzida, numa temperatura ao redor de 

45 9 C. 

Vários autores também têm usado o sistema de cro

matografia de camada fina (CCF) para identificar e separar com

postos fenÓlico-s e fi toalexinas (3, 21 � 22 e 39). VAN ETTEN e 

BATEMAN (39) e CARDOSO e GARRAWAY (3) usaram esse sistema para 
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obter pequenas quantidades de fitoalexinas eluindo os cromato

gramas com etanol. 

Buscando estudar os mecanismos de resistência do 

arroz ao fungo f.oryzae foi planejado este trabalho que tem por 

objetivos pesquisar a presença de compostos fenÓlicos e fitoa -

lexinas em plantas de arroz sob a ação deste fungo. 
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MATERIAL E MSTODOS 

Os trabalhos foram desenvolvidos do Departamento 

de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultura "Luiz de 

Queiroz'' - Universidade de São Paulo, em Piracicaba, São Paulo, 

no período compreendido entre setembro de 1974 e outubro de 

1975. Utilizou-se como sistema de ensaio, a combinação patóge -

no/hospedeiro constituída de Pyricularia oryzae Cav. e Oryza 

sativa L •• 

As plantas de arroz foram cultivadas em casa de 

veget�ção, em solo arenoso de várzea, suplementado com adubo 

solúvel em formulação completa, contendo micronutrientes, na 

proporção d� 3 g de adubo/kg de solo. 

Exsudatos e extratos de folhas de arroz, obtidos 

por difusão em gotas (5 e 36) e extração com etanol 70% (3, 18 

e 39), foram usados em bioensaios para verificar seus efeitos 

na germinação e crescimento dos tubos germinativos de esporos 

de P.oryzae. 

Extratos etanólicos com alta atividade inibitória 
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foram qualitativamente comparados com os extratos de plantas 

sadias, por cromatografia de camada fina (CCF). Eluíram-se dos 

cromatogramas, faixas com valores Rf determinados e os eluídos 

foram testados separadamente quanto à sua ação inibidora no pa

tógeno. 

Materiais e métodos de uso geral, encontram-se 

relacionados a seguir. Delineamentos e particularidades de cada 

ensaio serão descritos com os resultados. 

Escolha dos isolados de P.oryzae e variedades de arroz: 

Os isolados de f.oryzae e as variedades de arroz 

utilizados nos trabalhos, foram escolhidos através de um traba

lho preliminar sobre a variabilidade do fungo, utilizando-se 

100 isolados monospóricos obtidos de 20 isolados simples, dife

rentes, procedentes dos estados do Rio Grande do Sul e São Pau

lo. Os isolados foram inoculados em duas ocasiões diferentes, 

sobre as variedades de arroz Raminad str.3, Zenith, NP-125, U-

---sen, Dular, Kanto 51,CI 8970 (S) e Caloro, pertencentes i Série 

Internacional de Diferenciais para raças de f.oryzae (2) e Fan

ny, acrescentada à série por ser extremamente suscetível. Todos 

os trabalhos foram executados de acordo com a metodologia pro

posta por ATKINS et al.(2), conforme já havia sido usada antes 

por RIBEIRO (24 e 25) em trabalhos de determinação de raças de 

P.oryzae.

Para difusão em gotas foram escolhidos os isola

dos monospóricos 63rn1, 66m4 e 73m5 e as variedades de arroz Ze-
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nith, CI 8970 (S) e Fanny. Os isolados escolhidos apresentaram 

reaçoes resistente ou suscetível bem definidas, quando inocula

dos nas três variedades escolhidas. O isolado 63m1 caracteri

zou-se por não ter sido patogênico em nenhuma das ocasiões em 

que foi inoculado, em todas as variedades testadas, enquanto 

que o isolado 73m5 foi altamente patogênico nas três variedades

citadas. O isolado 66m4 foi patogênico ã CI 8970 (S) e Fanny,

mas não o foi para a variedade Zenith, que teve comportamento 

resistente. As variedades de arroz Zenith, CI 8970 (S) e Fanny 

foram também escolhidas para a difusão em gotas devido ao tipo 

de folhas, grandes e largas, que facilitavam a de?osição do ma

terial. 

Para a extração em etanol escolheu-se os isolados 

de P.oryzae 6Sm1 e 69m1 e as variedades de arroz NP-125, Usen e

Dular. Tais isolados provocaram, constantemente, reaçoes inter-· 

mediárias, entre resistente e suscetível, nas três variedades 

citadas, embora em NP-125 e Usen houvesse sempre maior tendên 

__ eia para suscetível. As variedades escolhidas, por sua vez , 

além de apresentarem reações moderadas aos isolados de P.ory 

�. tinham sempre um halo marrom pronunciado ao redor das le -

sões, podendo por isso serem consideradas como possuidoras de 

alguma resistência, segundo diversos autores (16, 20, 23, 32 e 

33). Provavelmente poderiam conter maiores teores de fenóis, 

segundo as referências de OU (16), SUZUKI (32 e 33) e SRIDHAR 

et al.(31). 

Nos bioensaios com exsudatos e extratos em eta -
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nol, escolheu-se para reagentes os isolados 63m1 e 73m5 por te

rem a patogenicidade totalmente oposta, ou seja, por serem nao 

patogênico e altamente patogênico, respectivamente (7). 

Cultivo e estocagem dos isolados de P. orvzae: 

Todos os isolados de P.oryzae foram cultivados e 

estocados em tubos, em meio de cultura batata+dextrose+agar 

(BDA) + streptomicina (100 pg/1.(2), nas condições ambientes 

de laboratório. Para a conservação dos isolados monospóricos 

procederam-se transferências sucessivas em meio BDA, normalmen

te espaçadas de dois a três meses. 

Para a obtenção de esporos de �.oryzae destinados 

às inoculações, difusão em gotas ou bioensaios, os isolados fo

ram transferidos de BDA, para placas de Petri com meio de cul

tura aveia+dextrose+agar (ADA), nas proporções de 30g:Sg:12g/ 

1. mais streptomicina (100 pg/1.), no qual pode-se obter abun -

dante esporulação do fungo (16). As culturas em meio ADA foram 

_incubadas por cinco dias no escuro e a 28 9 C, para favorecer o 

crescimento micelial. ApÓ's, foram retiradas do incubador e con

servadas em condições de laboratório, sob luz fluorescente 

(lâmpada normal da sala, mantida acesa por 10 horas diárias) 

até o 12 9 dia, após a transferência, quando normalmente a espo

rulação já tinha atingido um nível satisfatório. 
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Preparo das suspensoes de esporos de P.oryzae: 

Para as inoculações, difusões em gotas e bioen 

saias, as suspensoes de esporos foram preparadas a partir de 

colônias de P.oryzae desenvolvidas em meio ADA por 12 dias, u

tilizando igua destilada esterilizada. Colocou-se pequenas 

quantidades de igua destilada dentro das placas e por meio 

agitação e raspagem leve das colônias de �.oryzae, com o 

de 

lio de urna alça de 5 mm de diâmetro, foi obtida uma suspensão 

de esporos, imediatamente filtrada em dupla camada de gase es -

téril para eliminar o micélio. Após, determinou-se o número de 

esporos por campo microscópico de 12SX, em urna preparação mi

croscópica feita com uma gota da suspensão, colocada sobre a 

lâmina com a alça de 5 mm., citada antes. Conforme o número de 

esporos encontrados, numa média de 10 campos, a concentração 

foi ajustada para o número desejado, por meio de diluições ou 

pelo uso de maior número de colônias. Na maior parte dos estu

dos utilizou-se a concentração final de 25 esporos por campo ó-

____ tico de 125X (obj�tiva l0X e ocular 12,5). 

Quando as suspensões destinavam-se ãs inoculações 

em casa de vegetação, foi adicionado sempre o dispersante Tween 

20 (Polioxietileno sorbitol monolaurato) a 0,002%, enquanto que 

para a difusão em gotas, o.mesmo não foi adicionado. 

As suspensões de esporos de P.oryzae destinadas 

aos bioensaios foram preparàdas, inicialmente, de modo seme-

lhante às usadas para inoculações e difusão em gotas, mas 

uma alta concentração de esporos (80-100 esporos/125X) e 

com 

nao 
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sendo adicionado o Tween. Após, as mesmas foram centrifugadas 

três vezes na rotação de 3020g por cinco minutos, eliminando-se 

em cada vez os 2/3 superiores da suspensão centrifugada, repos

tos novamente com água destilada esterilizada. Com este proce

dimento procurou-se lavar os esporos, diminuindo a influência 

de nutrientes carregados do meio de cultura ou inibidores, pre

sentes nas superfície dos mesmos. Finalmente, o terço inferior 

do volume centrifugado na terceira operação foi diluído para 

uma concentração dupla (50 esporos) da final e então a suspen -

sao foi usada imediatamente nos bioensaios, sendo sempre utili

zada no mesmo dia do preparo. 

Obtenção de exsudatos por difusão em gotas: 

Para a obtenção de exsudatos usou-se o método de 

difusão em gotas descrito por UEHARA (36) e citado por SUZUKI 

(33), com algumas modificações. O autor usou pequenas secções 

(3 cm) de folhas de arroz, perfurou a lâmina foliar nos pontos 

onde colocou as gotas e preparou os exsudatos por centrifuga

çao, tomando o sobrenadante para os bioensaios. Neste trabalho 

houve 1nudança no método citado, usando-se inicialmente secçoes 

de folhas e bainhas de folhas com 25 cm de comprimento. Poste

riormente passou-se a usar somente as secções de folhas nas 

quais não foram provocados ferimentos para deposição das gotas 

e os exsudatos foram esterelizados por meio de filtro bacterio

lógico. 

Utilizou-se a quinta e sexta folhas de plantas de 
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arroz mantidas em vasos (18cm-� x Zlcrn-h), inundadas durante 

todo o período após o desenvolvimento da segunda folha. Em cada 

vaso existiam dez plantas, num total de 4 vasos de cada varie

dade {Zenith, CI 8970(S) e Fanny). As folhas foram divididas 

em secções de 25 cm, duas secções por folha, eliminando-se as 

extremidades das mesmas. Essas secções foram fixadas numa lâmi

na de vidro por meio de atilhos de borracha e colocadas dentro 

de urna bandeja plástica (20cm x 30cm x 8cm-h), sobre uma camada 

de algodão hidrófilo umedecido com água destilada esterilizada. 

Para manter a turgência foi colocada uma camada de algodão u

medecido cobrindo as extremidades inferiores das folhas. As 

suspensões de esporos de P.oryzae (isolados monospóricos 63m1 ,

66m4 e 73m5) foram colocada� sobre a superfície normal das fo -

lhas, em got�s localizadas em linha, no centro da lâmina foliar 

e espaçadas, entre si, de 1 cm. Em cada bandeja foram colocadas 

25 secções de folhas de uma mesma variedade de arroz, com gotas 

de um Único isolado, tendo as repetições sido feitas em 

siões diferentes. 

oca-

Os controles foram feitos de modo idêntico aos 

tratamentos com f.oryzae, somente que no lugar da suspensão de 

esporos foram colocadas gotas de água destilada esterilizada. 

Como segundos controles, substituiu-se as secções de folhas de 

arroz por lâminas de microscópio, sobre as quais foram coloca

das as gotas de suspensão de esporos de f.oryzae e de água des

tilada esterilizada. 

As bandejas com as gotas já colocadas sobre as 
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folhas, foram cobertas, com um plástico, para formar câmara ú

mida e incubadas por 24 horas. Com os controles em vidro, pro -

cedeu-se de maneira igual. Após a incubação, todas as gotas de 

cada bandeja foram coletadas por sucção e esterilizadas em fil

tro bacteriológico com membrana de nitrato de celulose, com 3 )l 

de porosidade média. Os exsudatos filtrados foram guardados em 

congelador. 

Extração em etanol 70%: 

Para a extração em etanol 70%, utilizou-se plan

tas de arroz cultivadas em bandeja de alumínio e inoculadas no 

estágio de 3 folhas, segundo o método de ATKINS et al.(2). Em 

cada bandeja havia 20 plantas de cada variedade (NP-125, Usen e 

Dular), totalizando 60 plantas de cada uma, em três bandejas. 

As terceiras folhas de cada planta, com sintomas, 

foram coletadas $eis dias após a inoculação. Para controle fo

ram coletadas na primeira extração (plantas inoculadas com o 

isolado 69m1) as quartas folhas, sem sintomas, das mesmas plan

tas. Na segunda extração (isolado 6Sm1) foi cultivada uma se

gunda série de p�antas com folhas na mesma idade das inoculadas 

com P.oryzae, que foram pulverizadas apenas com água, das 

quais foram coletadas as terceiras folhas para servirem de con

trole para folhas sadias. 

A extração em etanol 70%, a frio, baseou-se no 

método descrito por CARDOSO e GARRAWAY (3), diferente do usado 
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em arroz por SRIDHAR {30) e REDY et al.(23) que usaram extração 

a quente. 

Antes de cada extração, as folhas coletadas foram 

contadas, sendo determinado o seu peso fresco. Na extração, as 

folhas de arroz foram picadas e colocadas no interior de um ho

mogeneizador de alta rotação, com 50 ml de etanol 70% (10 ml 

para cada grama de folhas), ligando-se o aparelho numa rotação 

determinada durante dois minutos. O extrato obtido nesses pri

meiros 50 ml foi filtrado a vácuo em papel de filtro Selecta n9

595, previamente seco e tarado, tendo a parte sólida sido ex

traída novamente em outros 50 ml de etanol 70%, que foram fil

trados da mesma maneira que os primeiros. Os 100 ml de extrato 

bruto foram guardados em congelador. Posteriormente esses 100 

ml de extratos foram secos totalmente em evaporador rápido ro

tativo, sob pressao reduzida e na temperatura de 459 C (39). O 

resíduo foi diluido em 5 ml de etanol 95% e guardado em conge

lador. O material sólido resultante da extração foi seco em es

tufa a 90-1009 C, até peso constante, para determinação do peso 

seco� 

Nos bioensaios foram tomadas alíquotas de 1 ml 

de cada extrato concentrado e colocadas em tubos esterilizados, 

nos quais o etanol 95% ·foi evaporado sob vácuo e na temperatura 

de 459 C. Os resíduos foram suspensos em igual volume (1ml) de 
-

agua destilada esterilizada. 

Para c6ntrole da açao do etanol puro sobre P.ory

zae foram realizadas as mesmas operações feitas com os extratos 
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concentrados em alíquotas de 1 ml de etanol 95\, com diluiçijo 

do resíduo em água destilada esterilizada.-

Bioensaios com esporos de P.oryzae: 

biver�os bioensaios com esporos-de P.oryzie (iso

lados 63m1 e 73m5) foram realizados para determinar a ação dos

exsudatos, extratos e eluídos obtidos sobre a germinação e 

crescimento dos tubos germin�tivos de esporos do patógeno.Maio

res detalhes sobre delineamentos e particularidades serão for

necidos junto com os resultados dos mesmos. 

Para fazer os bioensaios utilizou-se placas de 

Petri com duas folhas de papel-toalha dentro. Sobre estas foi 

colocado um suporte de vidro para apoiar uma lâmina de micros

cópio, na qual foram colocadas as ·gotas da mistura de suspen

são de esporos de P.oryzae com os exsudatos ou extratos. Todo o 

conjunto formado pela placa de Petri, papel-toalha, suporte de 

__ vidro e lâmina de microscópio foram previamente esterilizados a 

seco, na temperatura de 150 9 C, por 3 horas. 

Pouco tempo antes da execuçao dos bioensaios o 

papel-toalha das placas foi umedecido com 5 ml de água destila

da esterilizada. 

A suspensão de esporos de P.oryzae com concentra

çao dupla, preparada de acordo com a metodologia descrita.an

tes, foi misturada com quantidades igual dos extratos ou exsu -

datos em teste, já diluídos para a concentração dupla da <lese -
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jada, obtendo-se no final uma concentração simples de ambos. 

Procedeu-se depois a homogeneização da mistura por agitação ma

nual, sendo as gotas colocadas sobre a lâmina de microscópio no 

interior da placa de Petri, com o auxílio de uma pipeta esteri

lizada. Nesse momento as placas já estavam com alta umidade, 

formando câmaras Úmidas que evitavam a evaporação das gotas. As 

placas com as gotas foram depois colocadas no interior de outra 

câmara Úmida, preparada em uma bandeja plástica coberta por um 

plástico, ficando em incubação na temperatura ambiente. 

Depois do período determinado de incubação, o 

ciescimento do fungo �.oryzae, colocado nas gotas, foi inter -

rompido mediante a adição de uma pequena gota de lactofenol com 

azul de algodão em cada gota do bioensaio, obedecendo-se a mes

ma sequência cronológica seguida na instalação do ensaio. Sobre 

cada gota foi colocada uma lamínula e feita a lutagem com es

malte. 

A percentagem de germinação de �.oryzae foi ava -

liada pela contagem ao acaso, nos primeiros 100 esporos. A es

timativa do comprimento do tubo germinativo foi feita pela me

dida, com o auxílio de um micrômetro ocular, nos primeiros 25 

esporos com tubos germinativos mais retos e sem ramificações. 

Para a análise estatística as percentagens de 

germinação dos esporos de P.oryzae foram previamente transfor 

madas em arc.sen v�i 100 , enquanto que o comprimento do tubo 

germinativo foi analisado diretamente, em micras. Para compara

ção das médias de todos os tratamentos, usou-se o Teste de Tu-
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Cromatografia de camada fina (CCF): 

22. 

A cromatografia de camada fina foi realizada de 

acordo com o método descrito por VAN ETTEN e BATEMAN (39), uti

lizando-se suportes de sílica gel G e GF 254 e o sistema de 

solvente n-pentano + éter etílico + ácido acético (75:25:1). 

Para detectar os compostos cromatografados, foi usado o método 

de observar os cromatogramas sob luz ultravioleta de onda curta 

e, após, pela reaçao com cloreto férrico (1%) + ferrocianeto de 

potássio (1%) (1:1 - v/v), específica para fenóis (3, 21 e 22). 

O extrato em etanol de folhas doentes da varieda

de de arroz que apresentou maior capacidade de inibição, em P. 

oryzae, foi comparado por CCF com o de folhas sadias da mesma 

variedade, buscando-se detectar diferenças entre elas e um pos

sível identificação de fenóis (7, 16, 20, 31, 32 e 33). Foram 

realizados cromatogramas com 50 e 100 Jil de cada extrato e de

pois com 100 e 200 ftl, aplicados na origem com uma micro serin

ga de 50 ).11. 

Para purificar e separar pequenas quantidades dos 

componentes dos extratos cromatografados antes, usou-se também 

CCF, conforme o método descrito por VAN ETTEN e BATEMAN (39) e 

CARDOSO e GARRAWAY (3). Foram feitos dois cromatogramas, um de 

extrato de folhas doentes e o outro de sadias, nos quais foram 

aplicados 1 ml de cada extrato distribuído em 20 pontos na li-
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nha de origem. Ambos os cromatogramas foram desenvolvidos de 

modo simultâneo, na mesma cuba. Depois foram eluídas cinco fai

xas transversais com 5 cm de largura, desde a origem (Rf=0,0) 

até a fronte (Rf=l,0), acrescidas da faixa abaixo da linha de 

origem que foi eluída para comparação. 

Os eluídos foram separados pelo método tradicio -

nal (3), raspando-se as faixas delimitadas e recolhendo-se a 

sílica em 5 ml de etanol 95\. O material foi agitado para eluir 

os componentes do extrato e a seguir a sílica foi separada por

centrifugação na rotação de 3020g, por 10 minutos. A fase lí

quida foi separada da sílica e colocada em tubos esterelizados 

nos quais o etanol dos eluídos foi evaporado sob vácuo na tem -

peratura de 45 9 C. Os resíduos foram diluídos em água destilada 

estéril e guardados em congelador. 

Finalmente, após se detectar, por meio de bioen -

saios, que um dos eluídos tinha grande capacidade de inibição, 

estudou-se o mesmo por CCF, em suporte de sílica gel GF 254, 

buscando evidenciar melhor uma possível diferença de absorção 

ou fluorescência dos comp.onentes do mesmo, não detectada pela 

CCF em suporte de sílica gel G, realizada antes. 
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RESULTADOS 

Efeitos fungistáticos de exsudatos obtidos por difusão em go

tas: 

A presença de substincias fungit�xicas em exsuda

tos de folhas e bainhas de arroz, foi determinada em três expe

rimentos, utilizando-se o método de difusão em gotas. 

Experimento 1 - Efeito de exsudatos de folhas e bainhas 

arroz sobre P.oryzae: 

de 

Os exsudatos usados neste experimento foram obti

dos por difusão em gotas, aplicadas sobre folhas e bainhas de 

variedade Zenith, de suspensão de esporos do isolado 66m4, nao 

patogênico a esta variedade, e de água destilada esterilizada , 

com os respectivos controles em vidro. 

A ação destes exsudatos sobre a germinação e o 

crescimento do tubo germinativo de.esporos do isolado 63m1, nao

patogênico, foi verificada num tempo de 6 horas de incubação. 

O delineamento do experimento foi totalmente ao 
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acaso, com quatro repetições. 

Nos diferentes exsudatos (QUADRO 1) observou-se 

uma diferença significativa na germinação, bem como no cresci

mento do tubo germinativo.-Pelo teste de Tukey, ao nível de 5%, 

o efeito do exsudato obtido de folhas de arroz inoculadas com 

o isolado 66m4 diferiu, significativamente, do controle em· que

se usou apenas água destilada sobre as folhas de arroz, na ger

minação e no alongamento do tubo germinativo do isolado 63m1•

QUADRO 1 - Efeito de exsudatos de folhas e bainhas de arroz da 

variedade Zenith sobre a germinação e o crescimento do tubo 
germinativo do isolado 63m1 de P.oryzae

Exsuda tos 
Substrato Inóculo 

Folhas de arroz 
Folhas de arroz 

Bainhas de arroz 
Bainhas de arroz 

-- -vidro 
Vidro 
Média 

66m4
H20

66m4
H20
66m4
H20

Coeficiente de variação 

Efeito dos exsudatos sobre P.oryzae �/ 
Germinação dos Comprimento do tubo 
esporos b/ germinativo�/ 

46,75 
71,02 
62,62 
63,24 
61,32 
51,44 
59,40 

10,25% 

18,5 
61,2 

39,S 
34,5 
37,0 
26,0 
36,12 

15,70% 

DMS (Tukey) 5% 13, 70 12, 76 

�/= média de quatro repetições. 

b/ = percentagem de germinação de esporos transformada em are. 
sen Vi 100 

e/= comprimento do tubo germinativo, em micras. 
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Como o efeito do exsudato obtido de folhas da va

riedade Zenith inoculada com o isolado 66m4 não mostrou dife

rença significativa do controle de água destilada sobre vidro, 

embora diferente dos demais tratamentos, concluiu-se que o e

feito maior tenha sido causado por nutrientes exsudados na gota 

de igua;-quando esta foi aplicada sobTe � folha de arroz. 

Experimento 2 - Efeito nutricional de exsudatos, em água 

destilada, de folhas de arroz da variedade Zenith sobre a ger

minação e alongamento do tubo germinativo de esporos do isola

do 63m1:

Esporos do isolado 63m1, após uma lavagem, foram

dilu!dos para se obter uma .concentração tal, que depois �e com

binados com igual volume do exsudato a ser testado em diferen

tes concentrações, desse uma contagem final de 25, 50 e 100 es

poros por campo microscópico de 125X (objetiva l0X e ocular 

12,5X). 

Os exsudatos de folhas de arroz da variedade Ze-

-- nith obtidos por difusão em água destilada foram, por sua vez , 

dilu{d9s de tal modo, que após a combinação com a suspensao de 

esporos se obtivesse as seguintes diluições: 1:1, 1:3, 1:7 e 1: 

15. 

Como controle usou-se apenas água destilada estê-

ril. 

Semelhantemente, foram conduzidos dois ensaios 

que diferiram entre si, apenas com relação ao tempo de leitura. 

Um dos ensaios foi avaliado após 6 horas de incubação e o ou-



27. 

tro, após 20 horas. Ambos os ensaios foram delineados como fa

toriais Sx3, completamente causalizados e com duas repetições. 

Os resultados da germinação de esporos após 6 e 

20 horas de. incubação (QUADRO 2) e o efeito dos mesmos exsuda

tos ,sobre o crescimento do tubo germinativo, nos mesmos tempos 

(QUADRO 3) foram artalisados ��tatisticamente, em separado, para 

·germinação e alongamento do tubo germinativo em cada um dos pe

ríodos.

Pelo teste de Tukey (5%), apenas o exsudato di

luído a 1:15 mostrou uma diferença significativa dos demais 

tratamentos, após 6 horas de incubação. Depois de 20 horas nao 

se observaram diferenças significativas para esses tratamentos. 

Com referência ã concentração de esporos, não se observou efei

to significativo da mesma sobre a germinação, em nenhum dos 

tempos de incubação. 

O efeito nutricional dos exsudatos de folhas de 

arroz, obtidos em água, tornou-se evidente quando se considerou 

o_alongamento do tubo germinativo após 20 horas. Com a diluição 

do mesmo, se obteve um efeito de crescimento menor do pro-micé

lio. Houve diferenças altamente significativas nesse tempo de 

incubação, pelo teste de Tukey (5%), quando o exsudato foi di

luído nas proporções de 1:1, 1:3 e 1:7. As diluições diferiram 

entre si, do controle e da diluição 1:15. Os dois Últimos tra

tamentos mostraram-se equivalentes. As mesmas tendências de a

longação do tubo germinativo foram observadas após 6 horas de 

incubação, embora de maneira menos evidente. 
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Não se encontrou evidências de que a concentra

çao de esporos apresentasse efeito significativo sobre o cres

cimento do tubo germinativo. 

Esses resultados permitiram concluir que nos ex

sudatos obtidos pelo método de difusão em gotas existem subs 

tâncias nutricionais que podem ser utilizadas pelo organismo 

teste, mascarando o efeito de substâncias tóxicas presentes 

nesses exsudatos. 

Experimento 3 - Efeito dos exsudatos de folhas de três va -

riedades de arroz inoculadas com três isolados diferentes de 

P.oryzae:

Como substrato foram usadas folhas de arroz das 

variedades Zenith, CI 8970 (S) e Fanny, sobre os quais foram 

aplicadas gotas de suspens6es de esporos dos isolados 63m1,

.66m4 e 73m5 de P.oryzae e como controle, gotas de· água desti -

lada esterilizada. Para controle do substrato foi usado um 

tratamento sobre vidros com gotas de todos os isolados e de 

água destilada. Neste experimento foram usadas as três Últimas 

folhas abaixo da panícula. 

'O efeito desses exsudatos foi estudado na germi

naçao e alongamento do tubo germinativo do iso ado 63m1, em um

experimento fatorial 4 x 4, com duas repetiç6es. 

Não se observou nenhum efeito significativo des

ses exsudatos, mostrando desse modo, que o método de difusão 

em gotas para o presente caso não era o melhor sistema para 

detecção de fitoalexinas. 
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Efeitos fungistáticos de extratos obtidos por extração em eta

nol: 

Paralelamente à obtenção de exsudatos por difusão 

em gotas, foram obtidos extratos em etanol 70% a partir de va

riedades de arroz (NP-125, Usen e Dular) que apresentavam_ le

soes com bordos marrons evidentes. O efeito de tais extratos 

brutos foi ensaiado sobre a germinação e o alongamento do tubo 

germinativo de esporos de �.oryzae, em um experimento prelimi -

nar, dois de diluições e dois de tempos de incubação. 

Experimento 4 - Estudos preliminares dos efeitos dos extra

tos de folhas de arroz sobre dois isolados de P.oryzae: 

Os extratos de folhas inoculadas e sadias, obti -

dos na primeira extração, foram experimentados preliminarmente 

sobre a germinação e o crescimento do tubo germinativo dos iso

lados 63m1 e 73m5, nos tempos de 6 e 12 horas de incubação. Fo

ram usadas diluições dos extratos de 1:1 e a concentração de 

esporos foi ajustada para que tivesse 25 propágulos por campo 

Ótico de 12SX no final, após a combinação de iguais volumes de 

ambos. 

Foram realizados dois ensaios semelhantes, dife-

rentes apenas no isolado teste. Cada ensaio foi avaliado nos 

tempos de 6 e 12 horas, sendo um com o isolado 63m1, não pato

gênico, e o outro com o isolado 73m5, altamente patogênico. Os

dois ensaios foram delineados como fatoriais 6 x 2, completa -
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mente ao acaso e com oito repetições, tendo sido analisados se

paradamente para cada isolado. 

Apenas para verificar a viabilidade dos esporos 

do fungo se fez um controle paralelo em água destilada, em cada 

ensaio. 

Os resultados obtidos nestes ensaios mostraram 

baixa germinação e pequeno alongamento do tubo germinativo dos 

esporos de �.oryzae, notadamente do isolado 63m1.' Como tal fato

nao ocorreu nos controles em água destilada esterilizada, pode

se concluir que o mesmo era devido ao efeito residual do eta

nol, evaporado e diluído em água destilada estéril, no dia an

terior. 

Os dados de germinação e alongamento do tubo ger

minativo de esporQs não permitiram observar nenhum efeito dos 

extratos sobre o isolado 63m1• Entretanto os resultados obtidos

no ensaio realizado com o isolado 73m5 deram uma idéia de que o

extrato de Dular inoculado com P.oryzae produzia inibição da 

_germinação, em 6 horas, e do crescimento do tubo germinativo. 

Na germinação no período de 12 horas não se notou tal efeito. 

Estudo dos efeitos dos extratos diluídos em diversas concen

trações, sobre P.oryzae: 

Após a realiazação dos estudos preliminares, foi 

ensaiado o efeito dos extratos diluídos em diversas proporções 

sobre a germinação e o alongamento do tubo germinativo de espo

ros do isolado 63m1, em dois experimentos com concetrações di-
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ferentes. 

Experimento 5 - Estudo preliminar dos efeitos dos ex

tratos diluídos sobre o isolado 63m1 de P.oryzae:

Os extratos de folhas de arroz, obtidos na pri 

meira extração foram diluídos de maneira que após serem mistu 

Tados com igual volume da suspensão de esporos, ficassem nas 

proporções finais de 1:1, 1:3 e 1:7, em relação aos extratos 

concentrados. A suspensão de esporos do isolado 63m1. também foi

preparada de modo a ficar com 25 esporos por campo Ótico de 

125X (Objetiva l0X e ocular 12,SX), no final. 

Como controle foi utilizado um extrato em branco 

de·etanol, obtido segundo Ós mesmos métodos que se usou na ob -

tenção dos extratos. Um .segundo controle incluído, foi o de a-

gua destilada esterilizada, em que se utilizou os mesmos volu

mes usados para diluir os extratos. 

Foram realizados dois ensaios semelhantes que 

diferiram entre si apenas no tempo de incubação, que foi de 6 e 

12· horas, respectivamente. Esses ensaios foram instalados no 

delineamento de fatoriais 8 x 3, completamente ao acaso e com 

três repetições. 

Os resultados deste experimento mostraram que 

houve diferenças significativas entre os extratos diluídos na 

proporção 1:1 e nas demais, exceto na germinação em 6 horas de 

incubação, quando as diluições foram diferentes entre si. 

O extrato de folhas doentes da variedade Dular 1-
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nibiu significativamente o desenvolvimento dos tubos germinati-

vos, mesmo nas concentrações mais baixas. O efeito deste mesmo 

extrato de Dular mostrou uma redução significativa na germina -

çao dos esporos, apenas nas primeiras 6 horas de incubação. 

Apenas se observou efeito residual do etanol do 

quando se usou a diluição 1:1 e o perfodo de incubação foi de 6 

horas, não tendo sido notado nas 12 horas de incubação. 

Experimento 6 - Efeito dos extratos diluídos sobre o 

isolado 63m1 de P.oryzae:

Como no experimento anterior apenas a diluição 

1:1 diferiu das demais, resolveu-se fazer um segundo experimen

to com os mesmos extratos, usando-se diluições menores. Desta 

vez os extratos de folhas de arroz foram diluídos de modo a fi

carem nas seguintes proporções: concentrado, 1:1, 1:2 e 1:3, a

pós serem misturados com igual volume de suspensão de esporos 

de P.oryzae, que no final ficou com 25 conídios por campo Ótico 

de 125 X (Objetiva de l0X e ocular de 12,SX). Usou-se um con -

trole em branco de etanol. processado da mesma maneira que os 

extratos, e outro de água destilada esterilizada. 

O experimento constou de dois ensaios, diferentes 

apenas nos tempos de incubação (6 ou 12 horas), instalados num 

esquema totalmente ao acaso, delineados como fatoriais 8 x 4 

com três repetições. 

Os dados das avaliações da germinação (QUADRO 4) 

e do alongamento do tubo germinativo (QUADRO 5); de cada perío-
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do de incubação, foram analisados estatisticamente, em separa

do, para cada período. 

Os resultados destes ensaios mostraram que os 

extratos obtidos de folhas com lesões� da variedade Dular, 

eram significativamente eficientes em todas as concentrações 

usadas para inibir a germinação e o alongamento do pró-micélio 

do isolado de P.oryzae usado no teste, quando comparado ao ex

trato de folhas sadias da mesma variedade e também aos contro

les de etanol e água destilada esterilizada, em ambos os pe

ríodos de incubação. 

As diluições dos extratos de folhas sadias da 

variedade Dular apresentaram um significativo aumento de ger -

minação e de alongamento do tubo germinativo, inversamente 

... 

proporcional as me�mas. 

Os extratos de folhas inoculadas das variedades 

Usen e NP-125 mostraram uma atividade inibitória apenas quando 

se usou o extrato concentrado. 

Estes resultados mostraram que folhas da varie -

dade Dular, inoculadas, são mais eficientes em produzir subs -

tâncias fungitóxicas que as demais variedades. Sugerem, ainda, 

os dados que nesta mesma variedade devem existir substâncias 

fungitóxicas pré-formadas, encontradas nos extratos de folhas 

sadias, cuja ação é inversamente proporcional ã diluição. 

Também se observou neste experimento, que no pe

ríodo de incubação de 12 horas, muitos tubos germinativos a

presentavam ramificações, dificultando a sua medição, por ser 



reduzido o número de propágulos com pró-micélios retos· e nao 

ramificados. 

38. 

Estudo dos efeitos dos extratos de folhas de arroz da varie

dade Dular sobre P.oryzae, em diferentes tempos de incubação 

(Experimentos 6 e 7): 

Usando-se extratos de Dular, realizou-se dois ex

perimentos para determinar se existia um período de incubação 

mais adequado, que permitisse uma melhor estimativa do alonga

mento do tubo germinativo. Nestes experimentos ensaiou-se sepa

radamente dois extratos de folhas da variedade Dular, inocula

das e sadias, obtidos separadamente em duas ocasiões diferen

tes. 

Com cada conjunto de extratos foram feitos dois 

experimentos que diferiram apenas com relação ao conjunto de 

extratos, obtidos em ocasiões diferentes, mas seguindo-se a 

mesma metodologia. 

Os extratos foram usados numa proporçao final de 

·-·1:1, depois de combinados com igual volume de uma suspensão de

esporos de P.oryzae, que também teve uma concentração final de 

25 conídios por campo microscópico de 125X (Objetiva l0X e ocu

lar 12,SX). 

Em cada experimento foram ensaiados esporos dos 

isolados 63m1, não patogênico e 73m5, altamente patogênico, em

doze períodos de incubação. 

Como controles utilizou-se um extrato em branco 
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-

de etanol e agua destilada esterilizada. 

O delineamento dos ensaios realizados com cada i

solado, dentro das duas combinações de extratos, foi de um fa

torial 12 x 4, com três repetições.·Para efeito de anilise es

tatística foram considerados como fatoriais 11 x 4, pois no 

primeiro tempo de incubação não se observou germinação dos es

p6ros� Ainda para efeitos estatísticos, considerou-se cada iso

lado em separado. 

Os dados de germinação de esporos e alongamento 

do tubo germinativo destes ensaios, para cada combinação dos 

extratos (primeira e segunda extração), encontram-se nos QUA

DROS 6, 7, 8 e 9 (Experimento 6). 10, 11,-12 e 13. (Experimento 

7). 

Os resultados destes ensaios de tempo de incuba -

çao mostraram que entre quatro e dez horas de incubação, seriam 

os melhores tempos de aváliação e que após 10 horas a avaliação 

se torna difícil peld aumento da ramificação dos tubos germina

tivos. Entretanto, esses ensaios com as duas combinações de ex

tratos etanólicos utilizadas, mostraram que os extratos de 

plantas doentes possuem uma atividade fungitóxica maior que os 

extratos de plantas sadias, e que o comportamento do isolado 

63m1, mostrou uma maior sensibilidade ao princípio fungitóxico

dos extratos de folhas inoculadas que o isolado 73m5• O isolado

patogênico 73m5 superou o efeito in�bitório nos maiores perío

dos de incubação, demonstrando desse modo uma possível capaci

dade de desintoxicação do extrato. 
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QUADRO 6 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 
1� extração, sobre a germinação de esporos do isolado 63m1, em
diferentes períodos de incubação. 

Tempos de 

incubação 
(horas) 

1 
2 

3 

4 
5 
6 

7 

8 

9 

10 
11 
12 

Média dos 
extratos 

Germinação de 

Extratos de folhas 

Inoculadas 

- b/
15,98 

30,87 
37,07 
54,55 
50,58 
53,53 
54,36 
55,35 
60,27 
64,45 
68,67 

49,60 

Sadias 

15,31 
35,65 
37,66 
60,07 
56,08 

62,38 
59,44 
64 ,.66 
65,18 
71,57 
76,02 

54,91 

esporos do isolado 

da variedade Dular 
Etanol H20

11,90 
21,07 
31,93 
29,77 
32,15 

42,51 
42,31 
48,44 
55,16 
55,35 
58,29 

38,99 

11,48 
28,85 
28,13 

31,94 
36,56 

33,79 
43,08 

45,19 
56,79 
57,00 

58,91 

39,25 

63m1 a/
Média dos 

tempos 

13,67 

29,11 
33,69 
44,08 
43,84 

48,05 
49,80 

53,41 
59,35 
62,09 
65,47 

Coeficiente de variação 

DMS (Tukey) 5% Tempos 

Tempos 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

dentro dos extratos •••• 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

= 

= 

= 

5,22% 
6,45 

3,22 

- Extratos dentro dos tempos •••.• = 5,11 

Extratos •••••.••••.••••••••••• = 2,38 

a/= Média de três repetições da percentagem de germinação 
transformada em arc.sen v % 100. 

b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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QUADRO 7 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 
primeira extração, sobre a germinação de esporos do isolado 
73m5, em diferentes períodos de incubação.

Tempos de 

incubação 
(horas) 

1 
2 
3 

4 
5 

6 

7 
8 

9 

10 
11 
12 

Média dos 
extratos 

Germinação de esporos do isolado 73m5 !/

Extratos de folhas da variedade Dular Média dos 
Inoculadas Sadias 

-b/
35,86 
51,40 
58,31 
59,94 
57,91 
55,20 

56,48 
62,75 
69,77 
73,65 

72,99 

59,48 

36,78 
53,97 
·61, 7 3
67,78
62,85

67,14
68,06
69,93
75,10
75,10
74,28

64,79 

Etanol 

44,04 
54,56 
65,19 
67,53 
66,95 

69,40 
58,52 

,67,96 
65,67 
65,92 
66,71 

62,95 

42,31 
59,59 
65,10 
67,77 
66,98 

69,23 
67,37 
63,73 
66,96 
67,24 
72,02 

64,39 

tempos 

39,75 
54,88 
62,58 
65,75 
63,67 

65,24 
62,60 
66,09 
69,37 
70,47 

71,50 

62,90 

Cief iciente· de variação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . = 

DMS (Tukey) 5% - Tempos dentro dos extratos •• = 
5,39% 
9,17 
4,58 - Tempos = 

- Extratos dentro dos tempos .• = 7,27 

- Extratos ••••••••••••.••••••• = 2,19 
�/= Médias de três repetições da percentagem de germinação 

transformada em arc.sen vi 100. 
b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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QUADRO 8 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 
primeira extração, sobre o crescimento do tubo germinativo de 
esporos do isolado 63m1, em diferentes períodos de incubação.

Tempos de 
incubação 

(horas) 

Comprimento do tubo germinativo de esporos 
63m1 a/

Extratos de folhas da variedade Dular 
Inoculadas Sadias 

1 -!!_/ 
2 
3 

4 
5 
6 
7 
8 

9 

10 
11 
12 

14,17 
24,23 
36,53 
43,83 
47,97 
46,33 
60,63 
69,67 
85,97 

93,77 
90,43 

Média dos 
extratos 55,77 

14,20 
25,53 
41,67 
52,17 
60,10 
57,17 
64,63 
72,37 
92,53 
97,23 
97,27 

61,35 

Etanol 

11,67 
16,57 
42,00 
62,33 
71,00 
88,33 
83,83 
87,70 

103,53 
102,83 
103,30 

70,28 

14,60 
31,30 
52,67 
72,27 
75,50 
92,50 
84,27 
94,87 

102,17 
102,00 
102,57 

74,97 

Coeficiente de variação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. = 

· - DMS (Tukey) 5% Tempos dentro dos extratos • =
Tempos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

=

do isolado 

Média dos 
tempos 

13,66 
24,40 
43,21 
57,65 
63,64 
71,08 
73,34 
81,15 
96,05 
98,95 
98,39 

4,27% 
7,58 
3,78 

Extratos dentro dos tempos • = 6,01 
Extratos •.•••••••.••.••.••• = 1,81 

�/= Médias de três repetições do comprimento do tubo germina
tivo, em micras. 

b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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QUADRO 9 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 

primeira extração, sobre o crescimento do tubo germinativo de 

esporos do isolado 73m5, em diferentes tempos de incubação.

Tempos de 

incubação 

(horas) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Média dos 

extratos 

Comprimento do tubo germinativo de esporos do isola

do 73m5
Extratos de folhas da variedade Dular Média dos 

Inoculadas Sadias 

-b/
18,10 

30,97 

41,40 

49,27 

49,43 

50,70 

57,53 

60,30 

90,73 

92,00 

92,83 

57,57 

21,80 

31,90 

42,40 

53,76 

59,83 

62,47 

66,43 

91,06 

97,37 

93,17 

95,73 

65,08 

Etanol 

31,73 

46,40 

72,07 

73,87 

80,23 

103,63 

92,60 

114,67 

103,20 

102,73 

102,63 

83,98 

32,97 

54,03 

66,67 

74,30 

75,50 

95,17 

100,56 

100,67 

104,20 

99,77 

103,70 

82,50 

tempos 

26,15 

40,82 

55,63 

62,80 

66,25 

77,99 

79,28 

91,67 

98,87 

96,91 

98,72 

72,28 

Coeficiente de variação •••.•.•••••••••••••••• 

DMS (Tukey) 5% Tempos dentro dos extratos •• 

= 

= 

4,00% 

7,82 

3,91 

6,20 

1,86 

Tempos •••••••••••••.•••.•••• = 

Extratos dentro dos tempos •• = 

Extra tos ................... . = 

a/= Médias de três repetições do comprimento do tubo germina

tivo, em micras. 

b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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QUADRO 10 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 

segunda extração, sobre a germinação de esporos do isolado 

63m1, em diferentes tempos de incubação.

Tempos de 

incubação 

(horas) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Média dos 

extratos 

Germinação de esporos do isolado 63m1 �/

Extratos de folhas da variedade Dular M�dia dos 

Inoculadas Sadias 

-_b/ 
0,00 

12,88 

26,92 

43,28 

46,34 

50,38 

55,87 

60,90 

65,25 

63,47 

66,46 

44,54 

1,91 

17,71 

41,55 

54,77 

58,10 

64,26 

62,78 

68,35 

72,47 

73,31 

69,16 

53,12 

Etanol 

8,47 

12,36 

28,87 

37,24 

36,36 

37,85 

34,60 

38,61 

44,04 

39,02 

56,95 

34,08 

1,91 

11,02 

17,30 

33,20 

30,84 

30,36 

29,99 

41,54 

39,60 

38,21 

43,47 

28,86 

tempos 

3,07 

13,49 

28,66 

42,12 

43,03 

45,71 

45,81 

52,35 

55,33 

53,50 

58,56 

40,15 

Cieficiente de variação •••••••••••••••••••••• 

DMS (Tukey) 5\ - Tempos dentro dos extratos •• 

= 

= 

7,15\ 
7,77 
3,88 

6,16 

1,85 

- Tempos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
= 

Extratos dentro dos tempos •• = 

- Extratos •••••••••••••••••••• = 

a/= Médias de três repetições da percentagem de germinação 

transformada em arc.sen V% 100. 

b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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QUADRO 11 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 

segunda extração, sobre a germinação de esporos do isolado 

73m
5

, em diferentes tempos de incubação.

Tempos de 

incubação 

(horas) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Média dos 

extratos 

Germinação de esporos do isolado 73m
5 

a/

Extratos de folhas da variedade Dular Média de 

Inoculadas Sadia 

13,76 

14,07 

47,30 

41,70 

59,82 

72,06 

72,35 

75,49 

76,66 

75,70 

77,25 

56,92 

17,75 

20,50 

51,95 

-58,29

68,93

75,04

70,96

74,76

79,14

75,10

75,10

60,68 

Etanol 

20,09 

15,60 

51,80 

37,23 

57,47 

71,67 

68,32 

71,05 

73,73 

78,10 

73,24 

56,21 

24,33 

13,27 

34,64 

49,44 

65,47 

61,83 

70,38 

68,10 

70,16 

73,22 

71,02 

54,71 

tempos 

18,98 

15,86 

46,42 

46,66 

62,92 

70,15 

70,50 

72,35 

74,92 

75,53 

74,15 

57,13 

Coeficiente de vari�ção ••••••••••••.•.••••••. 

DMS (Tukey) 5% Tempos dentro dos extratos •• 

= 

= 

4,84% 

7,48 

3,71 

5,93 
1,78 

- Tempos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
= 

Extratos dentro dos tempos .. = 

Extratos ................... . = 

�/= Médias de três repetições da percentagem de germinação 

transformada em arc.sen V% lOO.

b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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QUADRO 12 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 

segunda extração, sobre o crescimento do tubo germinativo de 

esporos do isolado 63m1, em diferentes tempos de incubação.

Tempos de Comprimento do tubo germinativo de esporos do isolado 

incubação 63m1 a/ 

(horas) Extratos de folhas da variedade Dular Média dos 

Inoculadas Sadias Etanol H20 tempos 

1 - b/
2 º·ºº 5,40 12,06 4,66 5,53 

3 4,96 8,56 12,50 12,03 9,51 

4 12,93 25,67 26,37 26,20 22,79 

5 20,07 35,80 33,23 33,70 30,70 

6 23,80 39,63 29,63 28,93 30,50 

7 37,63 67,50 55,46 57,70 54,57 

8 54,86 77,86 72,16 64,60 67,37 

9 57,80 81,23 70,73 66,76 69,13 

10 72,56 91,16 65,33 64,56 73,40 

11 85,53 107,37 88,50 87,00 92,10 

12 89,86 110,66 87,13 88,60 94,06 

Média dos 

extratos 41,82 59,17 50,28 48,61 49,97 

Cóeficiente de variação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
= 5,10% 

DMS (Tukey) 5% Tempos dentro dos extratos . 
= 6,91 

Tempos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
= 3,45 

Extratos dentro dos tempos . 
= 5,47 

Extratos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
= 1,65 

a/ = Médias de três repetições do comprimento do tubo germina-

tivo, em micras. 

b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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QUADRO 13 - Efeito dos extratos de folhas de Dular, obtidos na 

segunda extração, sobre o crescimento do tubo germinativo de 

esporos do isolado 73m5, em diferentes tempos de incubação.

Tempos de 

incubação 

{horas) 

Comprimento do.tubo germinativo 

do 73m5 a/

Extratos de folhas da variedade 

de esporos do isola-

Inoculadas Sadias 

1 

2 9,13 13,50 

3 9,93 15,63 

4 23,96 35,73 

5 19,26 36,16 

6 25,17 36,67 

7 49,60 60,80 

8 47,96 81,53 

9 63,93 83,67 

10 72,13 96,87 

11 86,66 105,26 

12 94,80 126,60 

Média dos 

Etanol 

11,30 

14,70 

34,53 

35,30 

34,40 

62,10 

80,90 

83,93 

98,83 

108,03 

123,60 

Dular 

H20

13,30 

16,63 

45,43 

39,73 

39,73 

66,13 

80,16 

82,83 

91,73 

109,86 

110,83 

extratos 45,69 62,95 62,51 63,30 

Coeficiente de variação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

DMS (Tukey) 5% Tempos dentro dos extratos . .

- Tempos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Extratos dentro dos tempos . .

Extratos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

a/ = Médias de três repetições do comprimento do 

tivo, em micras. 

= 

= 

= 

= 

= 

Média dos 

tempos 

11,80 

14,22 

34,91 

32,61 

33,99 

59,65 

72,64 

78,59 

89,89 

102,45 

113,95 

58,61 

3,01% 

4,78 

2,39 

3,79 

1,14 

tubo germina-

b/ = Valores iguais a zero, eliminados da análise estatística. 
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Comparando os extratos de folhas sadias aos de 

folhas doentes. os dados obtidos reforçam a hipótese de produ

çao de substâncias tóxicas no hospedeiro após a sua infecção 

por um patógeno que provoque uma reação de resistência conside

rada moderada. 

Comparação qualitativa dos extratos de folhas, inoculadas e 

sadias, de arroz da variedade Dular, cromatograficamente: 

Evidências observadas nos experimentos anteriores 

mostraram uma maior capacidade de inibição nos extratos de 

plantas doentes do que das sadias. Especialmente, nos experi 

mentes de diluições dos extratos houve a suposição de que os 

dois tipos de extratos eram qualitativamente diferentes. 

Para a comprovação deste fato se comparou estes 

extratos cromatograficamente em CCF, tendo como suporte sílica 

gel G, pelo sistema indicado por VAN ETTEN e BATEMAN (39). 

Após o desenvolvimento do cromatograma, sua ob 

servaçao sob a luz ultravioleta (onda curta) e o teste para re

velação de fenóis com cloreto férrico (1%) + ferrocianeto de 

potássio (1%) não foram observadas diferenças entre os dois ex

tratos cromatografados. Apenas uma substância, possivelmente 

fenÓlica, que reagiu com os reativos usados para fenôis, foi 

notada em todos os extratos. Esta substância foi localizada no 

Rf = 0,9. Vários cromatogramas foram feitos com diferentes vo

lumes de extrato (50, 100, 150 e 200 µ.l), e inclusive em supor

te de sílica gel GF 254, tendo mostrado consistência na presen-
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ça desta substância em todos os estratos. A intensidade da rea

çao para fenóis bem como a área da mancha nas placas de croma -

tograma não evidenciou uma diferença marcante de que essa subs

tância se apresentasse em concentraç6es diferentes nos extratos 

de pi'antas sadias e doentes. 

Estes resultados permitiram supor que uma outra 

sub��ância, não detectada nos cromatogramas, poderia também es

tar envolvida no processo. 

Estudo dos efeitos dos aluídos dos extratos de Dular sobre o 

P.oryzae (Experimentos 8 e 9):

Posteriormente, como nao foi evidenciada nenhuma 

diferença entre os extratos de folhas de Dular, doentes e sa 

dias, por CCF, separou-se eluídos, pelo método tradicional, de 

cada um dos cromatogramas, em faixas com Rf determinado, tanto 

do extrato de folhas doentes como de sadia, e se ensaiou os 

mesmos sobre a germinação de P.oryzae. Obteve-se cinco eluídos 

entre os Rf 0,0 e 1,0, raspando-se faixas com uma largura de 

2 cm, cada uma, dos cromatogramas. Adicionalmente também foram 

eluídas as faixas situadas abaixo dos pontos de origem(Rf 0,0). 

Estes seis eluídos, mais os respectivos extratos 

brutos concentrados, foram ensaiados em dois experimentos que 

diferiram entre si apenas pelo isolado de P.oryzae. No experi

mento 8 foi usado o isolado 63m1, não patogênico, enquanto no

Experimento 9 foi usado o isolado 73m5, altamente patogênico.

Os eluÍdos foram combinados na proporção de 1:1 
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com as suspensoes de esporos de P.oryzae, que no final tiveram 

a concentração de 25 conídios por campo microscópico com 125 X 

(Objetiva l0X e ocular 12,SX). 

Dentro de cada experimento foram usados dois pe

ríodos de incubação (6 e 12 horas), sendo cada um deles consi -

derado como ensaio separado, para a análise estatística. Esses 

ensaio� foram delineados como fatoriais 7 x 2, com três repeti

çoes completamente casualizadas. 

Os dados obtidos na germinação e no alongamento 

do tubo germinativo, no experimento com o isolado 63m1 (n 9 8)

estão nos QUADROS 14 e 15, enquanto que do isolado 73m5 (n9 9)

estão nos QUADROS 16 e 17, respectivamente. 

Nestes ensaios evidenciou-se a presença de subs-

tâncias com atividade fungitóxica nas faixas compreendidas en

tre os Rf 0,6-0,8 e 0,8-1,0, dos eluídos de folhas doentes, 

sendo que nos extratos de folhas sadias apenas o eluído da 

faixa 0,8-1,0, mostrou-se altamente eficiente em inibir o iso -

lado não patogênico e praticamente não mostrou um efeito signi

ficativo sobre o isolado patogênico. 

Esses resultados evidenciaram a presença de pelo 

menos um princípio fungitóxico nas plantas inoculadas que não 

está presente nas plantas sadias. A substância ou substâncias 

presentes na faixa compreendida entre os Rf 0,6 e 0,8, apenas 

do extrato de plantas doentes (inoculadas), pode ser considera

da como uma fitoalexina. 
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com 

os exsudatos difundidos em gotas, evidenciaram uma grande in

fluência da exsudação de substâncias nutrientes. Essas substân

cias.estimularam a germinação e o crescimento do tubo germina

tivo dos esporos do isolado teste, mascarando alguma possível 

açao fungit6xica que pudesse existir nesses exsudatos. 

Tais resultados diferiram dos obtidos por UEHARA 

(36 e 37) que, usando praticamente a mesma metodologia, detec

tou a presença de uma fitoalexina com alta capacidade de inibi

çao sobre a germinação de esporos de f.oryzae. Entretanto coin

cidiram com os dados obtidos por GRIFFITHS (9), que não encon -

trou ação fungitôxica nos exsudatos de folhas de arroz de uma 

variedade resistente, embora a tivesse encontrado nos extratos 

aquosos da mesma variedade. 

Provavelmente essas divergências da literatura 

entre si e em relação aos dados obtidos neste trabalho, sejam 
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devidas a variações na capacidade de produção de fitoalexina 

por parte das variedades de arroz estudadas. pois conforme de

terminou UEHARA (36), existem diferenças entre elas e mesmo en

tre folhas de idades diferentes de uma mesma variedade. Talvez 

a variedade Zenith aqui usada na combinação patôgeno/hospedeiro 

incompatível, tenha uma pequena capacidade de exsudar substân -

cias fungitóxicas, o que aliado à grande exsudação de substân 

cias nutrientes, mascarou os resultados, não permitindo eviden

ciar nenhuma inibição. Em combinações com outras variedades e 

isolados, provavelmente possam ser obtidos dados semelhantes 

aos de UEHARA (36 e 37). 

Por outro lado, usando-se o método de extração em 

etanol 70%, foi possível encontrar já nos ensaios preliminares, 

uma ação fungitóxica do extrato de folhas inoculadas da varie

dqfte Dular. Depois, notou-se também alguma ação no extrato de 

folhas doentes da variedade NP-125. 

Através dos diversos bioensaios realizados poste-

- riormente, ficou evidente que o extrato de folhas inoculadas da

variedade Dular tinha elevada capacidade de inibir a germinação

e o alongamento do tubo germinativo de esporos de P.oryzae.

Correlacionando-se essa maior capacidade de inibição com os ti

pos de reações observadas nas folhas das variedades inoculadas

para a obtenção desses extratos, verificou-se que as variedades

Dular tinham apresentado resistência moderada, de acordo com a

escala internacional (2), além de possuírem um halo marrom bem

mais evidente, enquanto as folhas das variedades NP-125 e Usen
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reagiram mais para suscetível. Pelo exposto pode-se constatar 

que a maior ação fungitóxica dos extratos etanólicos correspon

deu ao maior grau de resistência e ã presença de reação de hi

persensibilidade ao redor das lesões, concordando com as refe

rências relatadas por vários dos autores citados (9, 12, 13,31, 

32 e 33). 

Quando se estudou, em paralelo, o efeito dos ex

tratos etanÓlicos da variedade Dular sobre um isolado não pato

gênico e outro altamente patogênico, verificou-se que o primei

ro (incompatível) mostrou-se mais sensível às substâncias fun-

gitóxicas presentes no extrato de folhas inoculadas do que o 

isolado patogênico (compatível). Também, devido a algumas evi

dências mostradas pelo isolado patogênico, resistindo melhor e 

superando a ação fungitóxica, houve indicação de que o mesmo 

possuía uma provável capacidade de desentoxicação, concordando 

com citações de GOODMAN et al.(7) e WOOD (40). 

Na comparação qualitativa dos extratos de Dular, 

por cromatografia, não foi evidenciada nenhuma diferença entre 

os extratos de folhas doentes � sadias, tendo apenas sido loca

lizada uma substância que reagiu para fenóis no Rf=0,9. Entre

tanto não se mediu o aumento dos teores de fenóis nas plantas 

inoculadas com P.oryzae, não se podendo fazer correlações com 

os dados obtidos por SRIDHAR (30) e com citações de OU (16) e 

SUZUKI (32 e 33), que dizem ter encontrado maiores teores nas 

plantas inoculadas. 

Com tais resultados, supôs-se que·existiriam ou-
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tras substincias fungitóxicas nos extratos de folhas doentes, 

além desses prováveis fenóis, que seriam responsáveis pelas di

ferenças verificadas na inibição do fungo P.oryzae, nos experi

mentos anteriores. 

A posterior obtenção e estudo dos efeitos de e

lufdos de diversas faixas dos cromatogramas dos extratos da 

variedade Dular, possibilitou localizar a presença de pelo me

nos uma outra substância no extrato de folhas inoculadas que 

se mostrou altamente fungitóxica. Sua localização no cromato-

grama foi no eluído obtido na faixa entre os Rf 0,6 e 0,8. O 

fato dessa substância ter aparecido somente no extrato de fo

lhas inoculadas e ter sido mais tóxica ao isolado não patogêni

co, permitiram caracterizá-la como uma fitoalexina, de acordo 

com GOODMAN et al.(7), WOOD (40) e CRUICKSHANK (S). Inclusive, 

esta fitoalexina pode estar relacionada com a fitoalexina de

tectada em arroz por UEHARA (36), usando o método de difusão 

em gotas. 

Os eluídos obtidos na faixa compreendida entre os 

Rf 0,8 e 1,0, dos cromatogramas de extratos de folhas doentes 

e sadias, também apresentaram caráter fungitóxico, principal

mente para o isolado não patogênico de P.oryzae. Comparando es

tes resultados com a análise qualitativa (CCF) dos extratos de 

Dular verificou-se que nesses eluídos (Rf=0,8-1,0) estavam con

tidas as substâncias que reagiram para fenóis (Rf = 0,9), de 

vendo ter sido estas as responsáveis pelo poder inibitório dos 

mesmos, pois segundo GOODMAN et al.(7) e SRIDHAR (30) os fenóis 
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pré-formados sao tóxicos ao �.oryzae. Provavelmente o efeito 

observado nas diluições do extrato de folhas sadias (experimen

to 6).também foi devido ã ação desses fenóis. 

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho 

permitiram evidenciar que o_método de extração em etanol foi 

mais eficie�te do que o de difusão em gotas para detectar fito

alexinas e fenóis nas combinações patógeno/hospedeiro estuda-

das. Entretanto, as diferenças entre as variedades usadas em 

ambos os métodos podem ter influido para tais resultados, de

vendo-se �o futuro comparar as mesmas combinações nas duas téc

nicas, para melhores esclarecimentos. 

Nos estudos dos efeitos dos exsudatos, obtidos 

por difusão em gotas, concluiu-se que a grande exsudação de 

substâncias nutrientes mascarou algum possível efeito fungit6 -

xico que poderia existir nos mesmos, enquanto que nos extratos 

etanólicos de plantas ·doentes da variedade Dular foi evidente 

a capacidade de inibição. 

A análise cromatográfica qualitativa dos extratos 

etanólicos dessa variedade e o estudo posterior dos efeitos de 

eluídos dos cromatogramas desses extratos permitiram concluir 

que existia uma substância fenólica, localizada no Rf=0,9, em 

extratos de plantas doentes e sadias, e que o eluÍdo da faixa 

entre os Rf 0,8 e 1,0 tinha maior poder de inibição sobre oi -

solado não patogênico. 

O estudo dos efeitos dos eluídos dos cromatogra

mas levou também a concluir que no eluído obtido entre os Rf 
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0,6 e 0,8 do extrato de plantas doentes existia pelo menos uma 

fitoalexina, com alta capacidade inibitória sobre �.oryzae, en

volvida de modo mais efetivo do que os fenôis pré-formados nos 

mecanismos de resistência do arroz ao fungo. Esta fitoalexina 

não teve a sua natureza química elucidada, pois reagiu negati 

vamente aos reativos para fenóis utilizados 'neste trabalho. 
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RESUMO 

O mecanismo de resistência do arroz ao fungo Py

ricularia oryzae Cav. foi estudado usando-se combinações compa

tíveis e incompatíveis de hospedeiro/patógeno. Pela técnica da 

difusão em gotas conseguiu-se demonstrar apenas uma pequena a

tividade fungitóxica dos exsudatos obtidos. Entretanto extratos 

etanólicos obtidos de folhas da variedade Dular, inoculadas com 

isolados do fungo que apresentassem reações moderadas, mostra

ram elevada capacidade em inibir o desenvolvimento de fungos da 

mesma espécie, não patogênicos a esta variedade. 

Os extratos etanólicos de folhas de arroz inocu

ladas e nao inoculadas foram cromatografados em camada fina 

revelando a presença de uma substância fenólica, pré-formada e 

de uma substância não fenólica presente apenas nas folhas das 

plantas inoculadas. -Esta Última substância mostrou-se altamente 

fungitóxica a um isolado nao patogênico e pouco fungitóxica a 

outro isolado patogênico. 
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Estes resultados apontam a existência de uma fito

alexina envolvida no mecanismo de resistência do arroz ao fungo 

P.oryzae.
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SUMMARY 

The rice resistance mechanism to the rice blast 

fungus Pyricularia oryzae Cav. was studied by using compatible 

and incompatible host/oathogen comhinations. By the drop diffu

sion technique it was demonstrated only a few fungitoxic action 

in the exudates. However, ethanolic cxtracts obtained from the 

Dular rice variety leaves, inoculated with fungus isolates 

which appeared to have moderate reactions, showed a high capa

city for growth inhibition on some isolates of the sarne fungus, 

no pathogenics to this variety. 

The ethanolic extracts frorn inoculated and no 

inoculated rice leaves were chromatographed in the thin-layer 

system showing the presence of a pre-formed phenolic substance 

and another no phenolic substance, only in the inoculated rice 

leaves. This last substance appeared to have high fungitoxity 

to a no pathogenic isolate than to another pathogenic isólate. 

This resul ts p _ointed out the existance of a phy-
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toalexin involved in the rice resistance mechanism to the blast 

fungus f.oryzae. 
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