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As laranjeiras atacadas pela ‘“tristeza” caracterizam-se
pelas suas folhas pequenas, cloréticas, pouco flexiveis, coria-
ceas, muitas vezes agrupadas em ‘“tufos”. Nio raramente, a
nervura principal adquire uma coloracdo amarelo dourada,
que as vezes se estende as nervuras secundarias. Frequente-
mente também encontramos nas plantas doentes félhas leve-
mente abauladas ao longo da nervura principal.

Ha muito tempo, sdo conhecidos, em outras plantas, sin-
tomas das f6lhas de um tipo semelhante, provocadas por certas
doencas de virus. Encontramos, por exemplo, f6lhas clordticas,
eretas, pouco flexiveis em plantas de beterraba ou de pesse-
gueiro que sofreram atagues de doengas do grupc de ‘“yel-
lows”. Também batatinhas, infecionadas com a doenca ‘‘en-
rolamento”, possuem folhas pouco flexiveis, coridceas e com
a face ventral convexa.

Devido a grande importancia econdmica desta ultima
doenca, j4 numerosos autores tentaram averiguar, a que cau-
sas podem ser atribuidos os sintomas caracteristicos do ‘““enro-
lamento”. QUANJER (14, 1913) conseguiu demonstrar a ocor-
réncia de necroses no floema de batatinhas atacadas pela re-
ferida doenca e concluiu que estas alterac¢des anatomicas dos
vasos crivados causassem uma acumulacido anormal de carbo-
idratos, principalmente de amido, nas f6lhas ‘‘“enroladas’.
Tomando como ponto de partida éstes resultados, ESMARCH
(5, 1919) ¢ NEGER (13, 1919) estudaram o processo de emi-
gracdo de carboidratos de f6lhas, experimentalmente escureci-
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das, d= batatinhas que sofreram um ataque de ‘“enrolamento”.
Verificou-se no curso déstes estudos, que folhas de batatinhas
“enroladas”, mesmo apos prolongado escurecimento, contém,
com efeito, mais amido do que félhas comparaveis de plantas
sadias. Com o emprégo de métodos mais quantitativos éstes
resultados, relativos a doenca ‘“enrolamento” da batatinha,
foram mais tarde completados por CAMPBELL (3, 1925),
THUNG (19, 1928) e BARTON-WRIGHT and MC BAIN (1,
1932) e outros autores.

A acumulagdo excessiva de amido nas félhas foi, alias,
também apontada por varios autores, como por exemplo por
ROSA (15, 1927), SHAPOVALOV and JONES (18, 1930) e LI-
KHITE and DESAI (9, 1935), como sintoma bioquimico de ou-
tras doencas de virus, principalmente daquelas, incluidas no
grupo dos “yellows”.

Ja numa época, em que ndo se sabia ainda que a doenca
“tristeza” da laranjeira era causada por um virus, achamos
interessante iniciar estudos semelhantes aqueles executados
por outros autores e referentes a4 doenca “enrolamento da ba-
tatinha” — s6bre a mobilizacdo do amido em f6lhas de laran-
Jeira atacada pela “tristeza”. O teste de amido aplicado &
casca de laranjeira, descrito por BITANCOURT (2, 1944) que
depois foi largamente empregado por ROSSETTI (16, 1945) e
0 teste idealizado por FAWCETT (6, 1945), possibilitam sem
duvida, um trabalho mais rapido, porém, nao se relacionam
diretamente com a técnica ja aplicada em estudos de outras
doencas de virus. )

Preferimos, por isso, restringir as nossas observacdes a
folhas, na esperanca que tais estudos além de proporcionar al-
guns indicios uteis para a diagnose da “tristeza’’, poderiam con-
tribuir para uma melhor compreensio das alteragOes fisiols-
gicas, ocasionadas em folhas de laranjeira pela “tristeza’.

METODO

Fizemos uso do método desenvolvido para tais estudos
por J. SACHS no século passado. Adatando-o a0 nosso ¢aso,
com uma tesoura retiramos de folhas de laranjeira afetada
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pela “tristeza” e de folhas comparaveis de plantas sadias, por
meio de um corte, uma metade longitudinal, deixando as ou-
tras metades das folhas, ainda munidas da nervura principal
e do peciolo, présas na sua posigdo natural na arvore. A me-
tade retirada e a escurecida de cada félha recebeu ainda uma
marca em forma de cortes no bordo afim de facilitar mais tar-
de a identificacdo das folhas. As metades retiradas foram pri-
meiramente submersas durante 2 minutos em agua em ebu-
licdo e depois submetidas, num aparélho Soxhlet a uma extra-
cdo de clorofila, por meio de 4alcool 969%. Depois déste trata-
mento, que levou geralmente 2-3 dias, as folhas apresentaram
uma colorac¢io branca ou creme. Estas metades de f6lhas foram
entdo, retiradas do alcool, lavadas abundantemente com agua
e submersas durante algumas horas, numa solu¢do aquosa ¢ -
IIK (3 g de iodo iodefto de potassio, IIK, 100 c. de agua dis-
tilada, e 1 g. de I). O amido, depositado nas f6lhas toma, sob a
influéncia déste reagente, uma coloracdo azulada até preta.
As metades de folhas que ficaram présas na planta, foram
escurecidas por meio de caixinhas de papelao preto, forte, co-
bertas de papel branco. Estas caixas, abertas num lado, para
permitir a introducédo da folha, estdo no mesmo lado munidas
de linguetas que servem de fécho depois do ajustamento das
caixas na arvore. Assim estas metades de f6lhas, ficaram du-
rante varios dias ligadas & planta, mas protegidas contra a
luz. Depois de um prazo variavel de acordo com a finalidadz
da experiéncia, foram retiradas da arvore e submetidas ao mes-
mo tratamento que se aplicou as metades destacadas no inicio
da experiéncia. Da diferenca entre a coloracio das duas meta-
des da mesma f6lha foram tiradas conclusfes a respeito da
mobilizacdo do amido durante o periodo de escurecimento.

A OBTENCAO DE RESULTADOS COMPARAVEIS

Apesar da simplicidade do método, era necessario, para a
obtencdo de dados comparaveis, remover certas dificuldades
que parcialmente se relacionavam com o método empregado €
parcialmente com o material disponivel de plantas.

Entre as dificuldades inerentes ao proprio método deve-
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mos mencionar aqui a facilidade com que as metades, prin-
cipalmente aquelas das f6lhas doentes, submetidas ao escureci-
mento, se destacaram espontidneamente durante a experimen-
tacédo, impossibilitando assim o estudo da mobilizacdo normal
de amido. Tentamos vencer esta dificuldade reduzindo o mais
possivel o prazo de escurecimento das f6lhas, iniciando os en-
saios de manhé cedo, quando ja o teor inicial das félhas em
amido €, em geral, menor. Isso também contribui para que se
avalie com malis facilidade a diferenca, no teor das f6lhas
“doentes” e “sadias” em amido, antes do escurecimento. %
porque félhas contendo uma regular quantidade de amido,
se colorem fortemente ap6s o tratamento com IIK, sem que
uma maior ou menor abundancia em amido se exprima com
clareza pela intensidade da coloracio. Levamos naturalmente
em consideracio que nao se chega, pelo método por nés em-
pregado, a resultados quantitativos. Dentro déstes limites, po-
rém, e tendo sempre em mente as possiveis fontes de érro, a-
pontadas por DENNY (4, 1930, pag. 819) achamos o método
adequado para as nossas finalidades.

Entre as dificuldades relacionadas com a escolha do ma-
terial, queremos mencionar agui aquelas que resultaram da
necessidade, indicada pelos proprios ensaios, de comparar
sempre a mobilizacio de amido em f6lhas da mesma idade,
da mesma posicdo no ramo e na arvore (p.e. folhas apicais de
uma haste basal), e da mesma exposicdo ao sol. Ndo era sem-
pre muito facil atender a todas essas exigénecias visto que ge-
ralmente as plantas doentes devidas & constante perda de f6-
Thas, séo muito menos frondosas do que as sadias, tendo, aléem
disso, as suas folhas em posi¢cdo mais ereta.

Mesmo a escolha das arvores que serviram para éstes es-
tudos comparativos, apresentou algumas dificuldades. Na pri-
meira fase da nossa experimentacido efetuamos os ensaios na
plantacdo originalmente destinada a estudos sobre adubagé-
da Estacdo Experimental de Citricultura em Limeira. Todas as
arvores da referida plantac¢ido sio constituidas por enxertos de
laranjeira doce ‘“baianinha” (Citrus sinensis Osbeck) sbbre ca-
valos de laranjeira azeda (Citrus aurantium L.) Quando ini-
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ciamos as experiéncias, havia, neste pomar, além de plantas
ainda aparentemente sadias, arvores em todas as fases de ata-
gue pela “tristeza’”. Visamos, entfo, com os nossos ensaios, es-
tabelecer uma comparacdo entre arvores doentes e outras apa-
rentemente sadias. S6 de vez em quando extendemos as nos-
sas observacdes também a algumas laranjéiras “caipiras” de
pé franco, situadas numa outra quadra da Estacio Experimen-
tal de Limeira.

Na segunda fase do nosso trabalho — i. e. a partir de
meiados de 1947 — dispuiinhamos j4 no nosso préprio Instituto
de material apropriado para éstes ensaios. J4 naquele tempo
M. MENEGHINI tinha descrito um método (11, 1946) que per-
mitiu a utilizacio de enxertias de ‘“‘seedlings” de laranjeira
para estudos sobre a ‘“tristeza’ e tinha também conseguido o
transmissdo experimental da “tristeza’” (12, 1946) para estas
pequenas enxertias por meio de pulgdes viruliferos provavel-
mente da espécie Aphis tavaresi. J4 sabiamos, entdo também
pelo trabalho de FAWCETT e WALLACE (7, 1946), que a “tris-
teza” pode ser transmitida por enxertia. Pudemos, assim, es-
tudar a mobilizacdo de amido em foélhas destas pequenas en-
xertias (lar. doce sébre azéda) experimentalmente infeciona-
das com “tristeza’ e a0 mesmo tempo em enxertias andlogas,
mas cultivadas a prova de insetos e assim garantidamente
sadias.

Finalmente, nesta segunda fase dos nossos estudos, pu-
demos completar as observacdes no pomar, plantado pelo Dr.
A. A. BITANCOURT no campo experimental do Instituto Bio-
logico (Parque Ibirapuera), onde se acham, lado a lado, la-
ranjeiras de aspeto sadio por estarem enxertadas em cavalos
de laranjeira caipira e outras nitidamente afetadas pela tris-
teza, tendo como cavalo laranjeira azéda. Queremos agradecer
aqui ao Snr. CLOVIS DE MORAES PIZA, chefe da Estagéo Ex-
perimental de Limeira, como também ao Dr. A. A, BITAN-
COURT e Snr. M. MENEGHINI déste Instituto, as facilidades
que me proporcionaram para a utilizagho de plantas para er
tas experiéncias.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS =
i3
Vamos dar inicialmente um exemplo dos resultados que

conseguimos na primeira fase dos nossos estudos nos ensaios
efetuados na Estacio Experimenal de Limeira.

Queremos nos referir em primeiro lugar & experiéncia dc
6i6/46, para a qual escolhemos f6lhas de 3 diferentes arvores.
A primeira destas arvores fol por nos considerada sadia ja que
as suas folhas caracterizavam-se por uma coloracéo verde es-
cura. Apresentava esta arvore poucas pontas mortas. Nesta ar-
vore 7 metades de f6lhas foram marcadas e escurecidas.

A segunda 4rvore, considerada por nos levemente doente,
caracterizava-se por um numero regular de pontas mortas e
possuia muitas félhas pequenas, eretas; estas folhas porém
ndo se apresentavam, na sua maioria, com clorose. Nesta ar-
vore estudamos a mobilizacdo do amido em 6 folhas. Finalmen-
te incluimos ainda nas observacdes do mesmo ensaio 7 folhas
de uma 3.a arvore, considerada por nés como fortemente ata-
cada pela “tristeza”. Esta arvore, que ja tinha perdido muita
folha, carregava as poucas folhas restantes em tufos eretos.
As folhas na sua maioria clordticas, exibiam um forte esclare-
cimento da nervura principal.

Por ocasido da retirada da metade “testemunha” do lim-
bo notdmos para cada fo6lha — além das indicacdes contidas
na tabela 1 —, o comprimento da f6lha, a sua posicdo no ra-
mo, a sua distancia da zona de enxertia e a sua exposicdo ao
sol. Ja que néo verificamos a existéncia de uma constante re-
lacdo entre éstes fatores a velocidade da mobilizacdo do amido,
desistimos de reproduzir estas indica¢bes na nossa tabela. Pre-
cisamos, porém, esclarecer, que a retirada das metades de f6lhas
¢ o escurecimento das metades restantes foi executada entre
meio dia e 3 horas de um dia claro, quente e que o escureci-
mento foi mantido durante 7 dias. Durahte éste periodo s6
uma folha de cada uma das arvores doentes destacou-se es-
ponténeamente e ndo foi mais tomada em consideracdo. A ta-
bela 1 contém as indicacOes referentes as restantes 18 félhas.
Esta tabela, como as seguintes, consiste de duas secdes que se
referem respectivamente as plantas sadias e doentes. As cc-
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lunas verticais de cada secdo trazem indicacdes sobre nume-
ro, coloragdo, idade da folha e sObre a intensidade da colora-
cdo que cada metade da folha apresentou apés tratamento
com IIK. Na escala por nos empregada xXxxxx significam uma
cOr preta, o que se aplica a um matiz amarelo-claro. Os ou-
tros simbolos referem-se a coloracdes intermediarias. A ocor-
réncia duvidosa ou apenas visivel de amido estd marcada nas
tabelas por ==, uma coloracido intermediaria entre as classes
X e XX por x(x). As indicacbes da ultima coluna representam
apenas estimativas da diferenga entre a coloracdo das duas
metades de uma folha, podendo servir como indices aproxima-
dos da mobilizacdo do amido durante o periodo de escure-
cimento.
TABELA 1
(Experiéncia de 6-13|6/1946)
Mobilizagdo de amido em félhas de plantas doentes e aparen-
temenie sadias de laranjeira doce, enxertada sobre laranjeira
azéda, na Estacio Experimental de Limeira

Planta intensidade da
” 1 e, idade coloracao.comHK movivel mo
= I coloracdo da o
=l € | i e da | s metade | da metade, | biliacdo e
=l g folha | ‘omunha” | escurecida da | aMifo
E| 8 da 1blha folha
A) 1) | verde-escura média |xxx O XXX
2) |verde-escura nova XXX (o] XXX
3) | verde-escura nova XXXX XX XX
EEE 4) | verde-escura nova XXX + XX
5) | verde-escura média |xxx X XX
6) | verde-escura nova XXXX X XXX
7) | verde-escura nova XXXXX | X(X) XXX (X)

B) | 1) |verde-escura nova XXXXX |XXXX X
e 2) |clorética nova XXX(X) | % XXX
=22 | 3) |bem clorética mova |xx + X
=5 4) | verde-escura nova XXX(X) X XXX
el 5) | verde-escura nova XXXXX |XXX XX
8 1)) 6) |clor., escl. nerv. nova XXXXX | XXXX X
g = 7) | clorética média |XXXXX |x XXXX
8 8) |clor., escl. nerv./nova |[XXXXX |XXXX X
= 9) |clorotica nova | XXXXX |XXX XX
= 10) |clorética nova | XXxX XXX(X) | =

11) |lig. cloréica nova |xxxxx |Xxx(X) |X(X)
|
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Examinando a penultima coluna de cada secdo desta ta-
bela verifica-se, em primeiro lugar, que a mobilizacdo do ami-
do, em folhas de laranjeiras, exige as vezes muito tempo. En-
contramos em varias folhas, ainda depois de um escurecimen-
to de 7 dias, grande quantidade de amido. Ao comparar as
trés arvores, que foram incluidas neste ensaio, podemos veri-
ficar, sem dificuldade, que as félhas da planta C (bem doente)
continham apés o escurecimento ainda mais amido do dque as
das duas outras plantas. E interessante notar que a planta que
se achou na fase inicial do ataque, distingue-se quanto ao seu

comportamento apenas pouco da planta considerada sadia.
Parece portanto — de acoérdo com o resultado déste ensaio —
que a mobilizagdo do amido nas fé6lhas mostra alteracdes con-
sideraveis s6 em plantas que se acham em determinadas fases
do desenvolvimento da doenca. Se nos restringissemos as ob-
servacodes ilustradas pelos simbolos da penultima coluna, po-
deriamos facilmente chegar 4 conclusdo, que a diferenca
apontada entre as félhas da planta C (bem doente) e as das
outras duas plantas se rvefere estritamente a velocidade do
transporte do amido durante o escurecimento. Apoiar-se-ia

esta conclusao simplesmente no fato de conterem as félhas de
plantas doentes, apos 7 dias de escurecimento, ainda mais
amido do que as de laranjeiras sadias. Esta conclusdo, porém,
seria s0 justificada, se tivéssemos certeza que as folhas no ini-
clo da experiéncia tivessem apresentado o mesmo teor em
amido. Um exame da columa anterior, que se refere & inten-
sidade da coloracdo das metades ‘“testemunhas” das f6lhas,
demonstra, que com frequéncia as folhas das plantas doentes
ja antes do escurecimento reagiram mais fortemente ao tra-
tamento com IIK do que as plantas sadias. Isso pode ser, sem
duvida, a consequéncia de um retardamento na mobilizacae
de amido em félhas doentes. Mas além disso devemos também
admitir a possibilidade de se formar ja em condicdes de ilu-
minacao normal mais amido nas félhas de laranjeiras ataca-
das pela “tristeza” do que em plantas sadias. Nao permite a
noessa experiéncia decidir a questio qual dessas causas 01 sC
talvez um conjunto delas seja responsavel pelas diferencas por
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nés observadas no teor em amido entre folhas ‘“sadias” e
“doentes”. E interessante notar aqui que ja CAMPBELL (3,
1925) nos seus estudos s6bre o metabolismo de batatinhas ata-
cadas pelo “enrolamento” levantou esta questdo sem decidi-la.

Passando agora a relatar os resultados das demais expe-
riéncias que executdamos nesta primeira fase dos nossos estu-
dos, queremos nos referir apenas a um ensaio anterior, reali-
zado em 17|4|46, também na Estacio Experimental de Limeira.
Estudamos, na experiéncia em questdo, a mobilizagdo do ami-
do em 5 félhas de laranjeira caipira de pé franco em compa-
racao com a de 3 folhas de laranjeira doente (baianinha en-
xertada sbbre azéda), também durante um periodo de escure-
cimento de 7 dias. Os resultados concordam largamente com
0s da experiéncia ja descrita, mostrando, porém, diferencas
mais acentuadas entre plantas sadias e doentes do que regis-
tramos no ensaio anterior. Ao passo que nas 5 folhas da plan-
ta sad:a apos o escurecimento, nem havia mais tracos de ami-
do, duas das trés folhas da planta doente reagiram inftensa-
mentr com ITK. Parece, porém, que também neste ensaio, j4 o
teor inicial das f6lhas doentes em amido era maior do que ¢
das félhas sadias.

Depois de um intervalo de quase um ano, demos inicio a
segunda fase dos nossos estudos observando a mobilizagdo do
amido nas f6lhas de pequenas plantas de laranjeira doce (cai-
pira (Citrus sinensis Osbeck) enxertadas sébre laranjeira azé-
da (Citrus aurantium L). Uma parte das plantas, que se en-
contravam em estufa & prova de insetos, tinha sido povoada,
alguns meses antes, com afidios viruliferos. Estas plantas, ex-
perimentalmente infecionadas, se apresentavam por ocasifo da
realizacdo das nossas experiéncias com folhas cloréticas, re-
torcidas, cujas nervuras apresentaram uma colorag¢do amavre-
lo-dourada. As plantas que nao tinham sido experimentalmen-
te infecionadas com o virus da ‘“‘tristeza”, conservaram um niu-
mero maior de foélhas verdes, bem expandidas. Reunimos, na ta-
bela 2, os resultados das nossas experiéncias de 28|4 e 5/5;47. A
organizacdo desta tabela corresponde & da tabela 1, com ¢
diferenca que a tabela 2 contém mais uma coluna indicando



304 Revista de Agricultura

para cada folha, o numero de dias de escurecimento. O acreés-
cimo desta coluna tornou-se necessario, porque na segunda
experiéncia, que serviu ainda o outras finalidades, as foélhas
sadias ficaram mais tempo cobertas pelas caixas do que as
doentes. Em vista do resultado dos nossos ensaios nao acredi-
tamos, porém, que esta pequena diferenca no periodo de es-
curecimento prejudique sériamente a comparabilidade dos re-
sultados.

TABELA 2
(Experiéncia de 6|5/1947)
Mobilizacao de amido em folhas de pequenas enxertias de la-

ranjeira doce sobre azéda, sadias (plantas A-C) ou experimen-

talmente infecionadas com “iristeza’ (plantas (D-F.)

S | = intensidadc da
anta 2 - ) a .
R B oracao da idade | coloracdo com TK | yoye) py.
=l 8| 8| = fo(l;ha @ da gy e | do melde | DNIEGED e
El £ =8| | folha  “ipstemuiha” | escurecide | GMI0O
sl B £ | ia foiha fotha
— T - L
ofl Ay 8 1) lverde-clara nova XXXXX | o XXXXX
'-8-“ | 8 2) | verde-clara |nova xxxxx | O XXXXX
3 B)| 4 3) ‘verde-escura nova XXXX(X) = XXXX
: ‘ C)| 6 | 4) | verde-escura | média lxxxxx | = XXXX
o | D)| 7 | 1) |ecl, esc. nerv.nova XXXXX | XXXXX (0]
Ed E)| 5 | 2) escl. nervura|nova |XXXxX! XXX(X) | X
D) | 5 | 3) |escl. nervuralmédia XXXXX ! [ RXXX X
3 F)| 6 4) | cl., esc. nerv|media |xxxxx | XXXX X

1 i 1

Pode-se verificar nesta tabela que como nas experiéncias
anteriores as foélhas doentes — em contraste com as sadias —
~ ainda apos o escurecimento contém apreciaveis quantidades -
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de amido. Esta diferenca no teor em amido entre as f6lhas de
plantas sadias e doentes no fim da experiéncia merece ser des
tacada porque nestes ensaios ao iniciar o escurecimento ndo sc
notou grande diferenca na coloragdo das folhas tratadas por
IIK entre os dois grupos. Por outro lado, se nos ensaios reali-
zados no campo sempre existe o perigo de o fato das planta..
sadias serem mais frondosas causar um maior sombreamentc
das suas folhas de sorte que estas receberiam menos luz do
que as folhas escassas das plantas doentes, nas experiéncias re-
lativas as pequenas enxertias, cultivadas na estufa, ndo se po-
de falar desta possivel fonte de erros. E por isso que atribui-
mos grande importancia & confirmacdo dos resultados ante
riores, obtidos no campo, por éstes ensaios efetuados em con-
di¢bes diferentes com plantas muito mais jovens.

Como j& antes explicamos, executamos, também nesta se-
gunda fase do nosso trabalho, alguns ensaios em laranjeiras de
campo. Escolhemos, para estas experiéncias, plantas de la-
ranjeira doce (Citrus sinensis Osbeck) enxertadas sObre laran-
jeira azéda (Citrus aurantium L.) e fortemente atacadas pela
“tristeza’, que comparamos com plantas da mesma variedade
(Citrus sinensis Osbeck), enxertadas sObre laranjeira caipira
(Citrus sinensis Osbeck) e por isso ndo apresentando nenhum
sintoma desta doenga. A primeira experiéncia desta série fc
executada em 21/7|47. Efetuamos a retirada das amostras e o
escurecimento das metades restantes das folhas esta vez pela
tardinha, a partir das 16 horas e meia. O prazo de escureci-
mento era, como nas experiéncias anteriores de campo, de 7
dias. A tabela 3 contém as indicacles necessarias para a ca-
racterizacdo das plantas e das fO0lhas deste ensaio.
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TABELA 3
(Experiéncia de 21-28|7/1947)
Mobilizacio de amido em folhas de laranjeiras sadias, enxer-

tadas sobre laranjeira doce (plantas A e B) e doentes, enxer-

tadas s6bre laranjeira azéda (plantas C, D e E) do Campo

Experimental (Parque Ibirapuera) do Instituto Bioldgico
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Também neste ensaio as félhas de plantas doentes, apods o
escurecimento continham ainda nitidamente mais amido do
que as de plantas sadias. Ao passo que as folhas “sadias”’, man-
tidas 7 dias & prova de luz, 4 deixaram completamente de rea-
gir ainda com IIK, sé6 numa das 6 foélhas “doentes” o amido
tinha sido inteiramente mobilizado. Esta folha ‘“doente”, cujo
comportamento diferiu do das demais, pertencia a uma plan-
ta que se achava num estado tdo adiantado da doenga, que
possivelmente esta ja tinha afetado a sua capacidade de assi
milacdo. Quer nos parecer assim, que para observar grandes
diferencas entre plantas sadias e doentes a respeito da mobi-
lizacdo do amido nas folhas, convém escolher laranjeiras que
estdo nem na fase inicial nem na fase final da doenca, mas
sim nos estados intermediarios de atague. Também ficou pa-
tente ngsta experiéncia, num grau ainda mais acentuado de
que nos ensaios anteriores de campo, que ja no inicio da ex-
periéncia as fo6lhas das plantas atacadas pela “tristeza’ se apre-
sentavam muito mais ricas em amido do que as das laranjei-
ras sadias. Ja referimo-nos, por ocasido da explicacdo da ta-
bela, 1, as varias possiveis interpretacdes déste fendmeno. —
Finalmente queremos ainda chamar a atencdo a alguns deta-
lhes, embora talvez de importancia secundaria. A f6lha 2 da
planta A e 4 da planta B eram mais novas e com consequéncia
disso também mais tenras do que as demais. Estas duas félhas
aceitavam o reagente com grande avidez, apresentando um
matiz bastante escuro, mesmo depois de submetidas ao escu-
recimento. Quer nos parecer, por isso, que as flhas novas, pa-
ra o observador menos avisado, possam aparentar facilmente
maior teor em amido do que lhe deve ser em realidade atri-
buido. Fomos, por esta observagéo, fortalecidos na opinido de
que sempre folhas da mesma idade devem ser comparadas. Um
outro detalhe que achamos dever mencionar é o fato de per-
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tencerem algumas das f6lhas que mais amido conservaram
durante o escurecimento, como as féolhas 2 da planta C e 4
da planta D, a ramos basais. Poderia ser que na proximidade
da zona de enxertia se intensifigue a acumulacéio de amido.

O fenémeno entretanto, foi observado, as vezes, também
em tolhas inseridas em hastes apicais como aconteceu por

exemplo com a félha 3 da planta D.

Estas conclusfes foram em grande parte, confirmadas pe-
los resultados de um ensaio que executdmos no mesmo pomar
em 4-8-47. Também neste ensaio as foélhas ficaram escurecidas
durante 7 dias. A retirada das amostras, porém, efetuou-se,
neste ensaio, j4 as 15 horas, quer dizer 2 horas antes do que
na experiéncia anterior. Incluimos no ensaio de 4-8-47 6 f0-
thas provenientes de 3 plantas “sadias” ( -— enxertadas sobre
cavalos de laranjeira caipira) e 6 outras pertencentes a 2 plan-
tas doentes ( — enxertadas sObre cavalos de laranjeiras azé-
da). Em 3 pares de fOlhas seguimos o método anterior, reti-
rando, antes do escurecimento, uma metade longitudinal do
limbo sem a nervura principal. Nos trés pares restantes de fo-
lhas, porém, experimentiamos um outro procedimento, retiran-
do antes do escurecimento, por corte transversal, a parte api-
cal da f6lha, incluindo o respectivo trecho da nervura princi-
pal, e deixando coberta pela caixinha de papeldo, a parte ba-
sal. Tentamos éste processo na expectativa de que o corte, nes-
te caso, interferisse menos na fisiologia normal da folha e que
esta estivesse em menor grau sujeita ao perigo do destacamen-
to espontaneo. Sem que tivéssemos observado uma discrepan-
cia fundamental entre os resultados obtidos com éstes dois
métodos, achamos mais acertado o nosso processo original da

escolha de amostras.
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Quanto aos resultados déste ensaio, observimes novamen-
te, que ja4 no inicio da experiéncia as folhas “doentes” conti-
nham mais amido do que as félhas “sadias”. Em consequén-
cia do escurecimento, a maioria das f6élhas ‘“sadias’ deixou de
apresentar apreciaveis quantidades de amido, ao passo que t0-
das as folhas doentes com uma unica excessdo que talvez se
explique pelo método menos favoravel de retirada das amos-
tras, tomaram, ap6s tratamento com IIK, ainda uma colora-
r40 bem escura. Esta confirmacado dos nossos resultados ante-
riores merece ser destacada, porque nesta experiéncia toma-
mos cuidado especial para a escolha de “pares” de tolhas, que
em relacdo 3 posicdo no ramo e na planta e & exposicdo ao sol
eram realmente comparaveis. Queremos ainda mencionar que
no caso de uma folha doente ( — pertencente a uma arvore
em adiantado estado de doenca) o tratamento com IIK indi-
cou a presenca de maior quantidade de amido depois do es-
curecimento do que no inicio da experiéncia. Parece entdo que
neste caso, que é o Unico entre todos por nds observados, o es-
curecimento provocou um afluxo de acucares para a f0lha em
questdo. Que éste efeito do escurecimento de folhas isoladas
( — néo de apices de brotos — ) sbbre a t_ranslocagao dos car-
boidratos € excepcional, pode ser inferido nado s6 das nossas
préoprias observacdes mas ainda das experiéncias de MASON
T. G., MASKEL E. J. & PHILLIS E. (10, 1936, pag. 82), que ob-
servaram uma importacao de carboidratos em folhas escure-
cidas de algoddo s6 em plantas com incisdes anulares na base

do tronco.

Resta apenas esbogar os resultados dos ensaios executados
no ano de 1948, ainda no mesmo pomar. Bstes ensaios, que fo-
ram iniciados respectivamente em 28-5, 7-6 e 16-6-48, podem
se reunir num grupo s6, ja que em todos éles a retirada das
metades — “testemunhas” das félhas e o escurecimento das
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metades restantes foi efetuada as 8 horas da manhé, quando
as folhas apenas receberam luz difusa e estavam ainda co-
pertas de orvalho. Visamos esclarecer, com éste inicio matu-
tino das experiéncias, a influéncia exercida sobre a mobiliza-
cso do amido nas folhas, pelo escurecimento natural da noi-
te. Além disso, como ja foi exposto na introdugéo, achamos de
pom aivitre escolher para o inicio das observacdes um estado
das f6lhas, em gque elas se caracterizam por um teor relativa-

mente baixo em amido.

No primeiro déstes trés ensaios, as folhas das planta doen-
tes destacaram-se durante uma tempestade espontaneamente
das arvores. Podem ser, por isto, neste ensaio, avaliados apenas
os indices do teor inicial das folhas em amido. Neste particu-
lar demonstraram as Nnossas observacdes, que mesmo de ma-
nha cedo, 4 das 5 f6lhas das plantas doentes continham um
teor apreciavel de amido, a0 passo que SO uma das 5 folhas de
plantas sadias, alias uma folha muito nova, reagiu fortemente
com o corante, indicando as demais a existéncia somente de

ligeiros tracos de amido.
Vamos nos referir com maior detalhe ao ensaio de 7-6-48.
cujos resultados acham-se reunidos em tabela 4 (veja também

tig. 2)
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TABELA 4

(Experiéncia de 7-11/6/1948)
Mobilizacao de amido em folhas de laranjeira sadia (A), en-

xertada sobre laranjeira doce, e de plantas doentes (B e C),

enxertadas sobre laranjeira azéda, do Campo Experimental

Parque Ibirapuera) do Instituto Biolégico
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Para evitar, nesta experiéncia, o destacamento espontaneo
das folhas mantivémo-las 4 dias escurecidas.

Como na série anterior de observacdes, também neste en-
saios as folhas das plantas doentes caracterizavam-se, ja ao ini-
ciar a experiéncia, por um teor mais elevado de amido do quec
as das plantas sadias. Parece que estas ultimas — pelo menos
nas condicfes do inverno paulista — durante a noite normal-
mente mobilizam grande parte do seu “estoque” em amido
(tig. 2). Possivelmente fazem exceclo desta regra as folhas
hem novas, que geralmente mesmo nas horas da manhé encon-
tramos repletas de amido a nfo ser que elas iniciem a assi
milacdo numa hora mais matutina do que as folhas mais velhas.
Em todo caso chegaram os 4 dias de escurecimento experimen-
tal para provocar nas 4 folhas sadias examinadas o desapare
cimento do amido (veja fig. 2).

As folhas “doentes” por outro lado, responderam, ji no
inicio da experiéncia, fortemente ao tratamento com o rea-
gente IIK, tomando, sem exce¢do, uma coloracao preta. Manti-
veram, entdo, estas folhas, apos o escurecimento normal da
noite, grande quantidade, senfdo o total, do seu estoque acu-
mulado de amido. Mesmo depois do escurecimento experimen-
tal de 4 dias, conservou-se ainda apreciavel quantidade dc
amido nas folhas. Uma especial lentiddo em mobilizar o ami-
do notamos nas folhas 5, 6 e 7 da arvore C, caracterizada por
um ataque de “tristeza” forte, mas mesmo assim provavel-
mente menos grave do que o da laranjeira B.

Pelo menos na época, em dque executamos o ensaio, a ar-
vore C tinha um numero maior de folhas do que a laranjeira
B e nfo apresentava também nas suas f6lhas sintomas tédo acen-
tuados de clorose como os que observamos nas folhas 1 e 4
da arvore B. Achamos interessante destacar éste fato, ‘porgue
ja por ocasiao da experiéncia. 4-8-47 fomos levados a admitir
que com relacdo & mobilizagéo de amido nas foélhas, as arvores
moderadamente atacadas pela ‘“‘tristeza” distinguem-se malis
das laranjeiras sadias do que as plantas que se acham no es-
tado inicial ou final da doenca.

Em todo caso, vimos, na experiéncia de 7-6-48, numa
grande parte das folhas, provenientes de arvores doentes, que
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o periodo de escurecimento de 96 horas néo chega para fazer
desaparecer completamente os depositos de amido nas folhas.
Por isso resolvemos repetir esta experiéncia, deixando esta vez
as folhas, & prova de luz, durante 7 dias.
Os resultados déste ensaio mais recente, estao reunidos na
tabela 5 (fig. 3). TABELA 5
(Experiéncia de 16-23/6/1948)

Mobilizacio de amido em félhas de planta sadia (A), enxertada

sobre laranjeira doce, e de planta doente (B), enxertada sdbre

laranjeira azéda, do Campo Experimental (Parque Ipirapuera)
do Instituto Biolégico
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Deve-se esclarecer, em primeiro lugar, que a planta “B”,
que nesta experiéncia forneceu as folhas doentes, ¢ a utiliza-
da sob a letra “C” no ensaio anterior. Também na atual ex-
periéncia, todas as folhas desta planta submetidas ao exame,
mostraram um nitido impedimento na mobilizado do amido,
(fig. 3). Embora, neste caso, o escurecimento se estendesse poOr
um periodo de 7 dias, tddas as f6lhas doentes acusaram, ainda
no fim da experiéncia, uma forte reacdo com IIK, contrastan-
do com as f6lhas sadias, que aplos O mesmo tratamento se
mostravam completamente livres de amido. Esforcamo-nos,
neste ensaio, para escolher sempre “pares” de folhas “sadias”
e “doentes”, bem comparaveis entre si a respeito da sua ex-
posicido ao sol. Conseguimos, por exemplo no caso dos nume-
ros “4” escolher folhas bastante semelhantes, ambas expondo
20 50l de oeste o parénquima de palicada. Realmente, no inicio
da experiéncia, achamo menos acentuada do gue nos ensaios
anteriores a diferenca sempre a favor das “doentes” — no teor
em amido entre as folhas “sadias™ e “doentes”. No fim do
ensaio, porém, esta diferenca era muito marcada, levando-nos
a admitir que realmente o impedimento na mobilizacdo do
amido em folhas de laranjeira atacada pela “tristeza” expri-
me-se também na velocidade déste processo, durante um es-
curecimento experimental. S6 queremos ainda acrescentar que
também neste ensaio, as folhas “doentes” em que mais amido
se conservou depois do escurecimento, (N.os 2 e 5) pertenciam
a ramos basais (fig. 3).

DISCUSSAO

Antes de tirar, dos nossos resultados, conclusdes de um
carater mais geral, queremos lembrar mais uma vez os limi-
tes, que nos foram impostos pelo método empregado e pelo ma-
terial disponivel. No interésse da, obtencao de resultados entre
si comparaveis, restringimo-nos, geralmente, & escolha de f0-
lhas pequenas € formadas pelo menos alguns meses antes do ini-
cio nos ensaios. Além disso, muitas das nossas observacoes fo-
ram executadas na época séca, no inverno, porque nos meses do
verio. com as suas chuvas torrenciais, teria sido ainda maior
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o perigo do destacamento espontaneo das folhas durante o
escurecimento. Apesar das lacunas que por isso apresentam as
nossas observecdes, achamos que podemos compara-las com as
de outros autores que estudaram as alteracdes do metabolis-
mo, causadas por certas doencas de virus.

Queremos referir-nos principalmente aos estudos efetua-~
dos com umsa técnica semelhante & nossa por ESMARUCH
(5, 1919), so6bre a mobilizacdo de amido em folhas de batabi-
nhas atacadas pelo “‘enrolamento’. Verificou eéste autor que
as 16lhas de plantas sadias, apos um escurecimento de 19 a 68
horas (conforme a idade das folhas) se apresentaram livres
de amido, ao passo que as de plantas doentes continham ain-
da guantidades consideraveis de amido depois de 6 e as vezes
até depois dos 12 dias. Parece entéo que 08 efeitos bioquimicos
por nos observados em folhas de laranjeiras atacadas pela
“tristeza’ sio semelhantes, embora talvez menos pronuncia-
dos, do que os ocasionados pelo “enrolamento” em fbélhas da
batatinha. E fortalecida a impressio de uma grande analogia
entre os efeitos biogquimicos destas duas doengas ainda por ou-
tros resultados que ESMARCH assim como NEGER (9, 1913)
~btiveram nos estudos sobre o “enrolamento” da batatinha.
Verificaram éles, por exemplo, que eXiste uma certa propor-
cionalidade entre o grau do impedimento da mobilizacdo  do
amido e o tipo do sintoma, demonstrado pela folha. As folhas
nio “enroladas” de plantas doentes mobilizam o amido com
maior facilidade do que as “enroladas”. Também estas obser-
vacdes apresentam muitos pontos em comum com OS resulta-
dos dos nossos ensaios. Verificamos por exemplo, nas nossas
Altimas 5 séries de observacdes, que as félhas de plantas de
laranjeira doce, enxertadas sobre porta-enxertos de caipira
(Citrus sinensis Osbck) e que néo exibiram sintomas de “tris-
teza”, ndo mostraram impedimento na mobilizagéo de amido.
Ja que estas plantas no pomar estavam bem proximas das la-
ranjeiras doentes (enxertadas sobre laranjeira azéda (Citrus
aurantiuma L) ¢ facilmente acessiveis aos insetos-vetores do
virus, parece-nos provavel que também estas plantas contém
virus (sem, porém, exibir sintomas). A velocidade da mobili-
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zacdo do amido esta, entdo, provavelmente também no nosso
caso, relacionada com o grau das alteracdes patologicas ca-
racterizadas pelo tipo dos sintomas, e nio simplesmente com
a presenca do virus nas f6élhas. Finalmente foi também ja por
ESMARCH chamada a atencdo s6bre um outro fendémeno, fre-
quentemente por noés observado, i.e. o maior teor em amido
das folhas doentes mesmo antes do escurecimento. NEGER
(9, 1919) chegando a éste respeito a resultados muito seme-
lhantes aos de ESMARCH, ainda acrescenta que as folhas “en-
roladas” se caracterizam nio s6 por um teor mais elevado em
amidc, mas também por uma distribuicdo menos uniforme do
amido sobre o limbo. Também em f6lhas “doentes” de laranjei-
ra tivemos, Ys vezes, a ocasido de observar manchas densas de
amido dentro de areas desprovidas desta substancia.

Julgamos suficientes éstes exemplos para demonstrar que
h4, de fato, uma grande analogia a respeito da mobilizacdo de
amido entre f6lhas de batatinha afetada pela doenca ‘“envola-
mento” e as de laranjeira atacada pela “tristeza’. Esta analo-
gia nédo é de se estranhar, ja que também em laranjeiras ata-
cadas pela ‘“tristeza”, ocorrem, embora apenas na zona de
enxertia, necroses de floerio, como foi demonstrado por
SCHNEIDER, BITANCOURT e ROSSETTI (17, 1946).

Néao queremos deixar de frizar, porém, que esta analogia
nem sempre é completa. Assim, por exemplo, considera ES-
MARCH a mobilizacio do amido sempre menos impedida nas
f6lhas novas do que nas velhas das plantas doentes. Diante da
estreita ligacdo, existente entre éste impedimento e a severi-
gade dos sintomas, é bem compreensivel esta posicdo excepcio-
nal das f6lhas novas, ja que os sintomas do ‘“enrclamento”
mostram-se com preferéncia, nas folhas velhas, basais. Na “tris-
teza” da laranjeira, porém, nio existe uma relacéo constante
entre nitidez de sintomas e posicdo da félha no ramo, e, con-
sequentemente, observamos frequentemente (tab. 1 e 3) ca-
sos de impedimento pronunciado na mobilizacdo do amido em
télhas apicais.

A diferenca fundamental, porém, entre a “tristeza” da
laranjeira e o “enrolamento” da batatinha reside na depen-
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déncia, no caso da “tristeza”, do aparecimento de sintoma da
doenca da escolha de um determinado tipo de cavalo. Nos es-
tudos sobre o ‘“enrolamento” da batatinha comparam-se fo-
lhas de plantas sadias e doentes, ambas de pé franco. Todos os
ensadios sébre a ‘““tristeza” foram executados necessariamente
com folhas de plantas enxertadas. Esta, assim, em laranjeiras
atacadas pela “tristeza”, em j6go mais um fator, cuja impor-
tancia para o processo da mobilizacdo do amido nas félhas,
por ora é dificil avaliar,

Por fim, resta-nos ainda fazer um julgamento sdbre a
eventual importancia das nossas observacOes. Ndo parece-nos
provavel que o cariter fisiologico da “acumulacido de amide
nas folhas” possa facilitar grandemente a diagnose da ‘““tris-
teza” por acreditarmos que éste carater acompanha, mas néio
antecede, os sintomas morfolégicos. Por outro lado achamoc
elucidativa a grande semelhanca existente a respeito da mo-
bilizacdo do amido nas foélhas, entre a “tristeza” de um lado
e o0 “enrolamento” da batatinha e certas doernicas de virus,
pertencentes ao grupo “yellow”, por outro lado. Contribui, tal-
vez, esta semelhanca para facilitar a compreensio dos efeitos
fisiolégicos da ‘“‘tristeza” para a classificacio da “tristeza”
dentro de um determinado grupo de doenca de virus.

A verificagdo, no caso do “enrolamento” da batatinha, da
acumulacdo de amido nas félhas serviu de ponto de partida
para oufras pesquisas fisioldgicas, por exemplo as executadas
por HARTISCH (8, 1934), que revelaram a intensificacfo, sob
a influéncia da doenca, da atividade de enzimas que resultam
na formacao de dextrina. Parece-nos, que também foélhas de
laranjeira atacada pela ‘“tristeza’ representem um material
muito apropriado e ainda pouco explorado para tais estudos.

SUMMARY

The accumulation and mobilisation of starch in the leaves
of “Tristeza’-diseased orange-trees.

1) The speed of starch-mobilization in oranges leaves is va-
lued by comparing the color produced by the iodine rea-

gente IKI in two longitudinal leaf-halves, respectively be-
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3)

4)

5)

6)
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fore and after a period of experimental darkening, in ac-
cordance with J. Sachs*half-leaf” method.

During the period of experimental darkening one leaf-half,
including the midrib, remains attached to the twig, but
is covered with a light-tight paste-board box.

In our first group of experiments (table 1 and fig. 1) we
compared the starch mobilization in the leaves of appa-
rently healthy and of spontaneously “tristeza’-affected
orange-trees ( — pboth of them grafted on sour orange
stocks — ) in the orchard of the Experimental Station at
Limeira (State of S&o Paulo). Already hefore the experi-
mental darkening, which was maintained during 7 days,
the diseased leaves contained more starch than the heal-
thy ones. After the darkening, period, many of the healthy
leaves were starch-free, whereas most of the diseased lea-
ves — although having also lost part of their starch —
continued displaying considerable quantities of this subs-
tance.

A few experiments on the starch mobilization in leaves of
small orange-plants, grafted on sour orange and experi-
mentally infected with “tristeza” disease, (table 2) sho-
wed again, that the leaves of diseased plants after periods
of darkening, contain more starch than healthy ones.
For our final experiments (table 3, 4 and 5, fig 2 and. 3)
we chose leaves of an orchard of the experimental field of
the Biological Institute in Sao Paulo. In this orchard there
are rows of healthy-looking orange trees, grafted on stocks
of sweet orange, next to rows of diseased plants, grafted
on sour orange. Studiyng comparatively the starch mobi-
lization in leaves of these two groups of plants, we found
greater differences pbetween them than in our first expe-
rimentss. After an experimental darkening of 7 days, with
few exceptions, all the “healthy” leaves were starch-free,
whereas the leaves of “tristeza’’-diseased plants still
contain ed large amounts of starch we found the speed of
starch-mobilization especially low in leaves attached to
basal shoots and sometimes also in young leaves.

In the discussion we refer to the observation of other au-

~ mmmammrr R 1010) and NEGER (13 _

.
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1)

2)

3)

1919), who found a starch accumulation in the leaves of
potato plants, affected with “leafroll” and in those of other
plants attacked by “yellow” diseases. We point out the
Cearing of our observations on the understanding of the
physiological changes occurring in ‘‘tristeza”-direased
orange-trees and on the classification of this disease.
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Comparagio da mobilizagdo do amido nas f6lhas 1-5 (corte
triangular invertido) da planta A, sadia, e nas félhas 1, 2,
3, 5 (corte iriangular) da planta B, doente, ¢ nas fHlhas 6-11
(corte simples, ndo destacado) da planta C, doente, na ex-
periéncia de 6-13|6]1946,
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FIG. 2 — Comparagéo da mobilizagdo de amido nas félhas 1-4 (corte re-
tangular) da planta A, sadia, e nas foélhas 1-7 (corte triangu-

lar) das plantas B e C doentes, da experiéncia de 7-11|6|1948.

FIG, 3 — Comparacao da mobilizacdo do amido nas félhas 1-5 (corte re-
tangular), da planta A, sadia, ¢ nas folhas 1-5 (corte 1iridn-
gular), da planta B, doente, da experiéncia de 16-23/6]/1948.




