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A utilizacao de elicitinas no combate
contra Phytophthora cinnamomi

na doenca da tinta do castanheiro

e no declinio do montado

Isabel Maia’, Clara Medeira’, Ana Cristina Moreira?, Irene
Candeias?, Elvira Melo?, Nelson de Sousa® e Alfredo Cravador®

Resumo

Phytophthora cinnamomi e P cambivora sio considerados os agentes
patogénicos da doenga da tinta do castanheiro. Estes agentes invadem e
destroem o sistema radicular, levando 4 morte das drvores e a importan-
tes perdas econémicas.

O declinio do montado tem sido associado a virios agentes pato-
génicos, pragas e factores abidticos. Phytophthora cinnamomi tem sido
referido como um potencial agente patogénico do sobreiro e azinheira.
O aparecimento de mais estirpes de microrganismos patogénicos re-
sistentes a pesticidas impde o desenvolvimento de novas estratégias de
biocontrolo, entre as quais a estimulagio de reagdes de defesa.

As elicitinas sdo proteinas de baixo peso molecular, secretadas por
algumas espécies de oomycetes (Phytophthora e Pythium) que induzem
reagoes de hipersensibilidade e aquisi¢do de resisténcia sistémica nas
plantas, contra um grande nimero de bactérias e fungos patogénicos.
Este trabalho é uma sintese dos resultados sobre o efeito da aplicagio
radicular de virias elicitinas, na infe¢do do sobreiro, azinheira e casta-
nheiro por P, cinnamomi. A avaliagio foi efetuada por observagio mi-
croscépica dos tecidos invadidos, em especial dos tecidos vasculares.

Observou-se a indugdo de reagdes de defesa contra P cinnamomi
quando se submeteram as raizes destas trés espécies a pré-tratamento
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com as elicitinas criptogeina, capsiceina ou cinamomina. A infegdo ficou
restrita aos tecidos corticais da raiz, onde o agente patogénico se desor-
ganizou e ndo progrediu para os vasos, estando associado a acumulagio
de materiais que se presume serem téxicos, produzidos nas células dos
hospedeiros, em contato com as hifas em desorganizagao.

Os ensaios laboratoriais indicaram que as elicitinas testadas se reve-
laram muito eficientes no biocontrolo de P cinnamomi. Serd de grande
importancia desenvolver tecnologia no sentido de obtengdo de elicitinas
a baixo custo e de criar sistemas eficientes da sua dispersdo nas plantas.

Palavras-chave: citologia, colonizagdo vascular da raiz, reagées de

defesa.

1. Introducéao

Os montados de sobro e azinho sdo ecossistemas de grande impor-
tancia econémica e ecolégica na regido mediterranica ocidental, especial-
mente na Peninsula Ibérica. Protegem o solo da radiagdo solar e da erosio,
constituindo uma primeirabarreiraa desertificagio nas regides semidridas
do Sul, caracterizadas por solos pobres expostos a condi¢des climdticas
adversas (Horta et al., 2010). Apesar da tolerancia a condi¢des climati-
cas extremas, estas espécies sofrem periodos consecutivos de seca (Grant
et al., 2010), tornando-as mais vulnerdveis a stresses bidticos e abiéticos.

O declinio do montado que afeta severamente o sobreiro e azinheira
em Portugal e em Espanha tem sido associado & Phytophthora cinna-
momi (Brasier, 1992; Sdnchez et al., 2002; Moreira e Martins, 2005),
entre outros agentes patogénicos, pragas e fatores abidticos. Algumas
espécies do montado (Cistus spp., Ulex spp e Arbutus unedo) tém tam-
bém sido referidas como hospedeiros.

Para além do montado, Phytophthora cinnamomi e P cambivora sio
considerados os agentes patogénicos da doenca da tinta do castanheiro.
Estes agentes invadem e destroem o sistema radicular, levando 4 morte
das arvores.

Phytophthora cinnamomi pode permanecer no solo por muito tempo,
esporulando quando as condi¢des sdo favordveis e produzindo zo6spo-
ros que se deslocam e que sdo atraidos pelas raizes infetando as plantas
suscetiveis. Este agente patogénico que é um oomycete infeta mais de
3 000 espécies selvagens e cultivadas (Hardham, 2005).
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O aparecimento de um nimero cada vez maior de estirpes de mi-
crorganismos patogénicos resistentes a pesticidas impde o desenvolvi-
mento de novas estratégias de biocontrolo na prote¢io das plantas. No
contexto de uma agricultura sustentdvel, é importante a estimulagio de
reagdes de defesa contra a invasdo de agentes patogénicos. Dos trabalhos
desenvolvidos nesta drea destacam-se os tratamentos com elicitinas que
sdo proteinas de baixo peso molecular, secretadas por algumas espécies
de oomycetes-Phytophthora (Ricci et al., 1989) e Pythium (Panabiéres
et al., 1997) e que induzem nas plantas reagbes de hipersensibilidade e
aquisicdo de resisténcia sistémica contra um grande nimero de bacté-
rias e fungos patogénicos (Ricci et al., 1989; Ricci, 1997; Piccard et al.,
2000).

Criptogeina ¢ uma elicitina secretada por Phytophthora cryptogea que
quando aplicada nas plantas do tabaco induziu reagdes de defesa contra
P, parasitica (Milat et al., 1991; Lheirminier et al., 2003). Oligandrina
¢ também uma proteina com caracteristicas das elicitinas, secretada por
Pythium oligandrum, que levou a expressio de reacoes de resisténcia no
tomateiro quando pré-tratado com esta proteina e inoculado com P, pa-
rasitica (Piccard et al., 2000). A oligandrina quando aplicada as raizes da
videira limitou a progressio de Botrytis cinerea nas folhas por indugio
de reagdes de defesa no hospedeiro e degradagio do agente patogénico
(Mohamed et al., 2007).

Foi objetivo deste trabalho verificar a resposta do sobreiro, azinheira
e castanheiro a infecio por P cinnamomi apés pré-tratamento das rai-
zes com as elicitinas criptogeina, capsiceina (secretada por P capsici), e
cinamomina (secretada por P cinnamomi). A avaliagio foi efetuada pela
observagdo microscépica dos tecidos radiculares invadidos, em especial
do tecido vascular.

2. Material e Métodos

A — As raizes de plantas com quatro meses, obtidas da germinagio
de sementes, foram imersas em solugdo aquosa de elicitinas (500 a 100
pg.mL?) durante 24 h (Fig. 1A). Apés terem sido inoculadas com P
cinnamomi durante 48 h, as amostras de fragmentos de raizes foram
processadas para estudo em microscopia 6ptica (MO), microscopia de
fluorescéncia (MF) (Pires et al., 2008) e para microscopia eletrénica de
transmissio (MET) (Medeira et al., 2006a).

B — As raizes de plantulas obtidas em cultura iz vitro de meristemas,
foram tratadas sobre agar, em placa de Petri (Fig. 1B), com deposi¢io de
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gotas de solugio de elicitina (100 pg.mL™?) na zona de absor¢io da raiz
durante 24 h e, posteriormente, inoculadas durante 48 h e processadas
para estudos microscépicos, seguindo a mesma metodologia referida no
ponto 1.

Fic. 1A Imersdo das raizes de sobreiro em solucéo de elicitina.

Fic. 1BPlantulasdesobreiroobtidasinvitroimediatamente antesdaaplicacGodeelicitina.

3. Resultados e Discussdo

Os efeitos das trés elicitinas testadas foram semelhantes no sobreiro,
quer em plantas obtidas de semente (seed/ings), quer em plantulas obti-
das em cultura in vifro a partir de meristemas.

A elicitina criptogeina impediu totalmente a invasio dos vasos floé-
micos e xilémicos na concentra¢do de 500 pg.mL" e reduziu de 50% a
invasdo na concentragio de 100 pg.mL™, nas plantas de 4 meses, obti-
das de germinagio de sementes (Figs. 2A e 2B). A elicitina capsiceina,
quando aplicada na concentragio de 500 pg.mL™ nas raizes de plantas
de 4 meses, obtidas da germinagio de sementes impediu totalmente a
colonizagio do cilindro vascular (Fig. 2C) (Maia et al., 2009).

Fic. 2 Efeito das elicitinas: criptogeina-500 ug.mL' (A) e 100 ug.mL' (B),
capsiceina-500 pg.mL" (C) na infecdo dos cilindros vasculares de raizes de seedlings
de sobreiro e respetivos controlos (inoculacdo sem pré-tratamento de elicitinas). Em
ordenadas: cilindros vasculares infetados (%).
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P. cinnamom

Fic. 3 Efeito da elicitina cinamomina-500 ug.mL ' na infecéo dos cilindros vasculares
(%) de raizes de seedlings de sobreiro e azinheira e respetivos controlos (inoculagéo
sem pré-tratamento de elicitinas).

A elicitina cinamomina aplicada a raizes de seed/ings de sobreiro, im-
pediu a colonizagio dos vasos na concentragio de 500 pg.mL™" (Fig.
3A) (Maia et al., 2005; Medeira et al., 2007). O mesmo foi verificado na
azinheira (Fig. 3B) (Medeira et al., 2006b; Medeira et al., 2007).

Nas plantulas de sobreiro obtidas iz vifro a elicitina cinamomina
aplicada nas raizes na concentragio de 100 pg.mL™ bloqueou a coloni-
zagdo vascular (Fig. 4A). Nas plantulas de castanheiro obtidas in vitro a
elicitina cinamomina na mesma concentragio reduziu em 65% a coloni-
zagdo dos cilindros vasculares (Fig. 4B) (Medeira et al., 2010).

E k:
3 5
£ 2
E 3

_

P_cinnamomi o cinamomina100 P.cinnamomi  a-cinamominal00
pg/mL+P. cinnam pg/mL+P.cinnam

Fic. 4 Efeito da elicitina cinamomina na concentragdo de 100 pg.mL' na infecdo
dos cilindros vasculares (%) de raizes de pléntulas obtidas in vitro (A — sobreiro; B —
castanheiro) e respetivos controlos (inoculagéo sem pré-tratamento de elicitina)

Contrariamente nas plantas ndo tratadas e inoculadas verificimos
que P, cinnamomi invadiu todo o cértex e o cilindro vascular, 48 h apés a
inoculagio (Figs.2 a 7).

As observagbes microscopicas mostraram ainda que as trés elici-
tinas testadas induziram no hospedeiro alteragbes estruturais, como a
acumulag¢do de materiais, que pelas caracteristicas de coloragio e auto-
fluorescéncia indiciam a presenga de compostos fendlicos, nos espagos
intercelulares do cértex da raiz onde as hifas de P cinnamomi ficaram
frequentemente sequestradas e em desorganizacio (Figs. 8 a10).

A impregnacgio das paredes celulares pelo mesmo tipo de mate-
riais, bem como a sua deposi¢do nos vactolos das células do hospedeiro
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Fics. 5 a 7 (MO) Colonizagéo das raizes de sobreiro por P cinnamomi (setas).

Fic. 6 Invasdo do cértex (*).

Fic. 7 Colonizacéo do cilindro vascular (seta).

parecem constituir uma barreira fisica e também produzir um efeito t6-
xico que inviabiliza o agente patogénico e impede a progressio deste
para o cilindro vascular (Medeira et al., 2010). A acumulagio massiva de
compostos fendlicos nos locais de tentativa de penetragio das hifas pode
ser considerada como uma resposta ripida e eficiente do hospedeiro,
induzida pelas elicitinas (Benhamou et al., 2001).

Fic. 8 (MET) Hifa de P cinnamomi (P) em desorganizagdo, num espago intercelular
rodeado por material osmiofilico (*).

Fics. 9 e 10 (Microscopia de fluorescéncia) Acumulagdo de materiais que
autofluorescem como fendis nas paredes celulares e espagos intercelulares na drea
de entrada das hifas.

As alteracdes celulares que levaram a retengio de P cinnamomi nos
tecidos periféricos da raiz no sobreiro, azinheira e castanheiro séo a ex-
pressdo de reacdes de defesa induzidas pelas trés elicitinas testadas, em
presenga do agente patogénico.

4. Conclusées

Observou-se a indugio de rea¢oes de defesa contra P cinnamomi no
sobreiro, azinheira e castanheiro quando se submeteram as raizes destas
espécies a pré-tratamento com as elicitinas criptogeina, capsiceina e cina-
momina. A restri¢io da infe¢do aos tecidos corticais da raiz,onde o agente
patogénico se desorganizou e nio progrediu para os vasos, esteve associada
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a acumulagdo de materiais que se presume serem téxicos, produzidos nas
células dos hospedeiros em contacto com as hifas em desorganizagio.

Os ensaios laboratoriais indicaram as elicitinas testadas como pro-
teinas muito eficientes no biocontrolo de P, cinnamomi. Sera de grande
importincia desenvolver tecnologia no sentido de obtengio de elicitinas
a baixo custo e de criar sistemas eficientes da sua dispersdo nas plantas.
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