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Resumo

A doenca da tinta do castanheiro, causada por Phytophthora cinnamomi Rands. E
uma das mais importantes doengas do castanheiro. Os danos ocasionados sé&o
relevantes, resultando em perdas econdmicas significativas. Aspectos
relacionados com a interacgao castanheiro - Phytophthora cinnamomi tém sido
pouco investigados e, consequentemente, sdo escassas as informagdes sobre
alteracdes bioquimicas que ocorrem no hospedeiro. O objectivo do presente
trabalho foi justamente estudar as alteracées bioquimicas que ocorrem em clones
de castanheiro resistentes a doenga da tinta, infectados com Phytophthora

cinnamomi.

O presente trabalho inicia-se com uma revisdo bibliografica sobre o castanheiro,
incidindo na doenca da tinta, causada principalmente por Phytophthora
cinnamomi Rands. Sao abordados os sintomas da doenca, bem como
caracteristicas do patogénio. Sao referidos os mecanismos de resposta das
plantas a infec¢des provocadas por patogénios, bem como métodos preventivos,
nomeadamente a inducdo de resisténcia em plantas contra fitopatogénios, um
método alternativo de controlo de doencas que envolve a activacdo de

mecanismos de resisténcia latentes na planta.

Na segunda do trabalho foram determinadas as alteragdes no conteudo de
proteina total, acucares redutores, acucares totais, fendis totais, proantocianidinas
e clorofila total em 7 clones de castanheiro experimentalmente inoculados com

Phytophthora cinnamomi.
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Abstract

Ink disease in chestnut, caused by Phytophthora cinnamomi Rands., is an
important disease of chestnut crop. The damages are relevant, resulting in
significant economic losses. Aspects related to chestnut-Phytophthora cinnamomi
interaction has been little investigated and consequently information about
biochemical alterations that occur in the host are rare. Thus, the objective of the
present work was to study biochemical alterations that occur in chestnut plants
resistant to the ink disease, infected by Phytophthora cinnamomi.

The first part of this research was a literature review about chestnut trees, focusing
the ink disease, caused specially by Phythophthora cinnamomi Rands. Are
described the symptoms of the disease and some of the pathogen characteristics.
The plant responses to pathological infections are mentioned, and a description of
the preventive methods used against plant infections caused by P. cinnamomi is
made. The induction of resistance in plants against pathogens is an alternate
method of disease control, which involves the activation of latent mechanisms of
resistance in the plant.

Second, using 7 chestnut clones, alterations in the levels of total protein, reducing
sugars, total sugars, total phenol, proanthocyanidins and chlorophyll in infected
plants were evalued and describe changes related to the biochemical alterations.
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1. Nota Introdutodria

O castanheiro faz parte da flora existente na superficie terrestre desde ha cerca
de 40 milhdes de anos, sendo uma arvore que se identifica com a cultura,
costumes, economia e, por vezes, com a religido dos povos (Vieitez et al., 1996),
tendo marcado profundamente, durante séculos, a vida econémica e quotidiana
de extensas regides onde predominava, criando uma verdadeira “civilizacdo” a

sua volta (Bourgeois, 1993).

Fala-nos do castanheiro o povo norte-americano, 0os europeus, 0s chineses, 0s
coreanos e japoneses, mesmo referindo-se a quatro espécies distintas: Castanea
dentata ou castanheiro americano, na América; Castanea sativa ou castanheiro
europeu, na Europa; Castanea mollissima ou castanheiro chinés, na China e
Castanea crenata ou castanheiro japonés no Japao, Coreia e na China. No
entanto, todos se referem ao castanheiro como algo comum, muito querido e

muito vinculado com a cultura dos seus povos (Vieitez, 1999).

Esta espécie florestal é detentora de enorme tradicdo em determinadas regides
do nosso pais, sendo uma das espécies fruticolas mais importantes em vastas
areas do norte e centro de Portugal, encontrando nas terras altas de Tras-os-
Montes as melhores condicoes ecoldgicas e climaticas para a sua sobrevivéncia e

desenvolvimento.

Alguns autores, como Giordano (1993) referem que o inicio do declinio do
castanheiro é coincidente com a difusdo de patologias, nomeadamente o cancro
americano e a doenca da tinta. O cancro americano foi responsavel pelo quase
total desaparecimento do castanheiro americano e a doenga da tinta por uma
reducao progressiva do castanheiro na Europa e Médio Oriente. Foram poupados
os castanheiros da China e Japao, por apresentarem consideravel resisténcia a

estas enfermidades (Vieitez et al., 1996).

Segundo Fernandes (1966), foi a partir de meados do século XX que Portugal e,
em particular Tras-os-Montes, comecou a assistir a um acentuado declinio do
castanheiro, devido ao ataque de agentes patogénicos, nomeadamente

Phytophthora cinnamomi Rands, Phytophthora cambivora Petri (agentes causais
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responsaveis pela doenca da tinta) e Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr,
(agente causal responsavel pelo cancro americano). No entanto, o declinio que se
verificou na area de castanheiro, e que provocou a diminuicdo da area de cerca
de 60 000 hectares para 20 000 hectares, no fim do século XX, ficou também a
dever-se, como refere Abreu (1995), ao crescente abandono e substituicdo dos

soutos por outras culturas mais rentaveis, do ponto de vista monetario.

Por ter sido sempre uma arvore muito querida, que gozou da simpatia dos povos
da sua area geografica de dispersao, a sua dramatica regressao foi muito sentida,
causando preocupacao a varios niveis: cientifico, silvicola e fruticola (Vieitez et
al., 1996).

Contra a doenca da tinta foi tentada, inicialmente, a luta quimica, utilizando sais
de cobre pouco soluveis (Fernandes, 1952) e, posteriormente, tentaram-se as
micorrizagdes (Grente e Vrot, 1984). Mas, nesta luta contra a doenga da tinta,
tem-se incidido sobretudo na pesquisa de condi¢ées edafoclimaticas supressivas
para a doenca (Abreu et al., 1993; Fernandes, 1970; Guerreiro, 1957; Oliveira et
al., 1999; Portela et al., 1998; Portela et al., 1999) e na pesquisa de plantas com
resisténcia a doenca, quer esta seja adquirida por hibridacao (Craddock e Bassi,
1999; Salesses et al., 1993; Vieitez et al., 1984), ou oriunda de clones de
Castanea sativa Mill, de que € exemplo o COLUTAD (Gomes et al., 1997).

Na tentativa de salvar o que nos resta e de reconstituir o que ja se perdeu,
numerosos esforgcos se tém desenvolvido ao longo de muitas décadas, sendo
hoje a procura da resisténcia ao patogénio um dos atributos mais desejados,

sendo o mais importante.

A obtencao de castanheiros resistentes a estas enfermidades, utilizando técnicas
genéticas, desde logo passou a ser tarefa dos centros de investigacdo que
trabalharam no melhoramento do castanheiro. A fisiologia, a bioquimica e a
quimica organica foram ferramentas utilizadas para esclarecer os problemas que

dificultavam os programas de melhoramento do castanheiro (Vieitez et al., 1996).

A investigagado foi igualmente direccionada para a caracterizagdo dos solos e
técnicas culturais com influéncia na sensibilidade das plantas (Portela et al., 1998;
Portela et al., 1999), caracterizacdo das estirpes de Phytophthora spp. € pesquisa
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de plantas resistentes a doenca (Gomes et al., 1997). Também foi feita a
caracterizacao do compromisso fotossintese/transpiracdo em plantas afectadas
ou nao pela Phytophthora (Gomes-Laranjo et al., 2004), tendo-se revelado estes
estudos da maior importancia, uma vez que foi possivel, pela primeira vez,
demonstrar alteracbes ao nivel deste compromisso entre estes dois tipos de

plantas.



Andlise de parametros bioquimicos em clones de castanheiro inoculados com Phytophthora cinnamomi

2. O Castanheiro

2.1 Historia, origem e distribuicdao geografica

A antiguidade da cultura do castanheiro, aliada a forte intervengdo humana na
expansdo desta espécie, dificulta a determinacdo da sua verdadeira origem,
surgindo também a dificuldade em saber, nalgumas regides, quais as populacdes
de castanheiros autéctones e quais as que, possuindo origem cultural, se

tornaram selvagens (Paiva, 1990).

Alguns autores consideram a Asia Menor como local de origem desta espécie,
embora existam posicoes contrarias que apontam o sul da Europa como o centro
de origem. Fenaroli (1945), tomando uma posicao de equilibrio, indicou toda a
regiao mediterranica-euroasiatica como o centro originario de distribuicdo do
castanheiro. Tera sido a partir deste local que, no século V a. C., o castanheiro foi
trazido por correntes migratérias e difundido pelos Romanos, até atingir o
Arquipélago dos Acores, a Madeira e as Canarias (Malato-Beliz, 1987).

Perante esta diversidade de posicoes, Artaza (1949) e Guerreiro (1957) defendem
que a espécie C. safiva Miller sera indigena de uma vasta zona que abrange o
Norte de Africa, a ltalia, o Sul do Danlbio, a Franca Meridional e a Peninsula
Ibérica. Tera sido a partir destas zonas que a espécie se expandiu, por toda a
zona temperada da Europa, devido a accao do Homem.

Maia (1988) refere que o castanheiro existe na Europa desde o final da Era
Mesozoica ou, mais seguramente, desde a Era Cenozdica, época em que se

verificou a sua expansao.

Em Portugal, os primeiros indicios da existéncia do castanheiro remontam ao
Miocénio. A espécie Castanea sativa Mill. é cultivada em Portugal desde o tempo
dos Romanos, surgindo nas areas naturais do carvalho negral e do carvalho
roble. Sdo conhecidas referéncias a espécie datadas de 1220 e 1258 que atestam
a sua ocorréncia em Portugal (Dicionario da Historia de Portugal, in Maia, 1988).

Na actualidade, a zona de distribuicdo do castanheiro no mundo esta cingida a
trés areas geograficas distintas: a americana (que se restringe ao sudeste dos
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EUA), a Asidtica (nucleo do Oriente, englobando o Japéo, Coreia e China
Oriental) e a Europeia (Abreu, 1996; Gomes-Laranjo, 1988).

Em Portugal, a Castanea sativa encontra-se distribuida, principalmente, em Tras-
os-Montes e Alto Douro e nas Beiras, existindo também manchas isoladas no Alto
Alentejo, Minho e Algarve (Oliveira e Alves, 1987; Gomes-Laranjo, 1988).

2.2 Classificacdo da espécie

O castanheiro europeu, Castanea sativa Mill., € uma das espécies pertencentes
ao género Castanea que, juntamente com os géneros Castagnopsis, Fagus e
Quercus, formam a familia Fagacea (Seabra, 1998).

O género Castanea reune treze espécies de porte variado (Figura 1), podendo ser
majestosas arvores capazes de alcancar 20 a 35 metros de altura, como C.
dentata, C. henry e C. sativa, &rvores de menor tamanho podendo atingir 15 a 20
metros como C. ozarkensis, C. mollissima, C. crenata e C. pumila. até 10 metros,
o caso de C. floridiana, C. seguinii e C. ashei e podem ser inclusivamente
arbustivas como C. davidii, C. alnifolia e C. paucispina (Vieitez et al., 1996).

FEspécie

Figura 1 — Silhueta das treze espécies de castanheiros existentes no mundo, com a altura média
que alcancam cada ano. 1- C. dentata, 2- C. sativa, 3- C. henriz, 4- C. mollissima, 5- C.
ozarkensis, 6- C. crenata, 7- C. pumila, 8- C. seguinii, 9- C. floridiana, 10- C. ashei, 11- C. davidii,
12- C. paucipsina e 13- C. alnifolia (Adaptado de Vieitez et al., 1996).
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2.3 Declinio da Espécie

Pela relevancia que o castanheiro teve e ainda tem junto dos “seus” povos, as
doencas que o afectaram e as consequéncias por elas produzidas tiveram grande
impacto. Este fendmeno regressivo produziu-se nos Estados Unidos e na Europa.
No primeiro caso foi o castanheiro americano (Castanea dentata) que sofreu a
regressdao devido ao cancro (Cryphonectria parasitica) e no segundo o
castanheiro europeu (Castanea sativa), devido a doenca da tinta (Phytophthora

cinnamomi), entre outros factores (Vieitez, 1999).
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3. Doenca da Tinta
3.1 Historia, origem e distribuicao geografica

A generalidade dos autores considera a doenga ou “mal da tinta” como a principal
causa do declinio e desaparecimento recente dos soutos em Portugal (Gouveia e
Abreu, 1994), tendo sido noticiada pela primeira vez em 1838 nos terrenos das
margens do Rio Lima (Fernandes, 1953) na foz dos rios Leca e Ave (Abreu, 1996)
e também na Madeira e nos Acores (Guerreiro, 1946).

Elorrieta (1949) menciona a existéncia, em 1859, de castanheiros com sintomas
da doencga da tinta no norte de ltalia, em Franga, no centro e norte de Portugal.
Em todos os casos, era frequente a existéncia de castanheiros afectados por uma
doencga, que se estendia gradualmente, e que os castanheiros que atacava

acabavam por morrer.

N&o existe consenso no que concerne a origem e dispersdo da doenga da tinta na
Europa. Fenaroli (1945) defende tratar-se de uma doenca originaria da América
do Norte, que foi introduzida na Europa a partir dos Acores. Segundo Fernandes
(1953), a “tinta” é oriunda dos Acores e da Asia. Outros autores, como Elorrieta
(1949), acreditam que a doenca sempre existiu no Sul da Europa, € que se
manifesta de modo mais perceptivel apenas na presenca de condicdes

ambientais favoraveis.

Nos finais do ultimo terco do século XIX, comecou na Europa, a preocupacao
pelos danos causados por esta enfermidade, que fixou a sua aparicgdo em
Portugal, Espanha, Franca, Italia e nos paises Balcanicos e que se expandiu com
rapidez, levando a destruicdo de milhdes de castanheiros. A idade nao foi
obstaculo, pois foram atacadas desde arvores novas até formosos exemplares de

castanheiros pluricentenarios (Vieitez, 1999).

A doenca da tinta do castanheiro surgiu com especial incidéncia nas areas de
cultura submetidas a influéncia do clima atlantico nos continentes Americano e
Asiatico, Oceania e diversos paises da Europa, entre os quais Portugal (Lanier et
al., 1976; Phillips e Burdekin, 1989 cit. Telhada, 1990).
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Os agentes patogénicos causadores da “doenca da tinta” no castanheiro sdo os
oomicetas Phytophthora cinnamomi Rands. e Phytophthora cambivora Petri.,
nalguns casos. Devido a semelhanca morfolégica torna-se dificil distinguir estas
duas espécies (Abelleira, 1996; Gouveia, 1993). No entanto, a primeira espécie é
a mais destrutiva, sendo considerada como a que possui um papel preponderante
no desenvolvimento da doenca da tinta (Fernandes, 1966). Por esta razéo, a
Phytophthora cinnamomi vai merecer mais atencdo da nossa parte, no ambito
deste estudo.

3.2 Factores de predisposicao e inducao a doenca

Segundo Abreu (1992a), existem varios factores responsaveis pelo declinio do
castanheiro, que podem ser facilmente diagnosticados. Estes envolvem factores
de predisposicdo e factores de inducdo, tais como: susceptibilidade a
determinados hospedeiros, auséncia de irrigacdo, compactacao do solo devido a
sua mecanizagao, que impede o 6ptimo desenvolvimento das raizes, bem como a
actividade de fungos ectomicorrizicos. Este conjunto de factores, aliados a
presenca de Phytophthora cinnamomi, constitui um importante contributo para o
estado degradado e débil que os soutos e castingais actualmente apresentam.

A floresta é um agregado biolégico, uma comunidade natural de arvores entre as
quais existe solidariedade e luta, de que resulta um determinado equilibrio
dindmico que é funcao simultanea de cada um de todos os componentes e onde o
solo, os fungos, os musgos, os liquenes, os insectos, a vegetacao herbacea e
arbustiva, etc., contribuem, da mesma forma, na funcionalidade do arvoredo. A
auséncia de qualquer dos componentes desfaz o equilibrio e destréi a
comunidade (Guerreiro, 1953).

O castanheiro europeu foi, desde sempre, um elemento constituinte das florestas
mistas primitivas de carvalhos de folha caduca. Estes povoamentos caracterizam-
se pela sua heterogeneidade, apresentando grande variedade genética, em
espécies e em idades e uma distribuicdo espacial tal que tornava muito dificil a
formacao de ino6culo suficiente para permitir o aparecimento de doencas

importantes. Neste contexto, ter-se-ia uma comunidade em equilibrio de duragao
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quase ilimitada no tempo, com a capacidade de tolerar e ultrapassar eventuais
acidentes sanitarios (Abreu, 1994).

Para Abreu (1992 a), a causa da ruptura hospedeiro-parasita foi a passagem do
castanheiro a espécie dominante. Na opinido deste autor, esta espécie veio
ocupar o lugar dos carvalhos, passando a dispor de mais espacgo. Por isso,
entrou-se num artificialismo progressivo, com as crescentes mobilizacdes do solo
devido as culturas de sub-coberto nos soutos, tais como varias culturas
cerealiferas, que foram substituindo a vegetacao natural e que, segundo Abreu
(1995), conduziram a uma progressiva diminuicao da diversidade floristica, bem
como a uma diminuicdo da matéria organica necessaria ao estimulo da actividade
microbiana do solo, contribuindo desta forma para a fragilizacdo do ecossistema
florestal. Por outro lado, as culturas cerealiferas contribuiram grandemente para o
empobrecimento do solo em nutrientes, tais como célcio e magnésio,
indispensaveis ao Optimo desenvolvimento dos soutos (Abreu, 1992 a). O
castanheiro passou assim a vegetar em condi¢cdes de maior radiacao, elevando a
produtividade fotossintética e aumentando as exigéncias em agua.

Ainda segundo Abreu (1992 a), a este conjunto de factores que predispdem para
o declinio do souto, juntaram-se alteragcbes no sistema de producdo, com a
entrada da batata e das adubacbes azotadas pelo sub-coberto. A instalacdo de
fungos benéficos nas raizes das arvores foi desfavorecida devido a aplicagao de
azoto a esta cultura. Estes fungos, para além de contribuirem para a resisténcia
as doengas, devido a melhorarem o estado nutricional do castanheiro, possuem
também a capacidade de criar uma barreira fisica face a Phytophthora (Abreu,
1995). Também a mecanizacdo cada vez mais pesada, que destrdi as raizes do
castanheiro, tornou-se uma potencial porta de entrada para fungos, encontrando-
se assim reunidas as condi¢cées para irem surgindo os eventos epidémicos da

tinta, uns apéds os outros.
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3.3 Sintomatologia da doenca

A sintomatologia apresentada pelos castanheiros e outras espécies florestais
quando infectadas pela doenca da tinta € caracteristica, embora néo especifica,
uma vez que alguns dos sintomas se assemelham aos provocados por outras
doencas, nomeadamente ataques de Armillaria mellea e Endothia parasitica
(Fernandes, 1966).

Segundo Gomes (1982), uma vez afectados pela tinta, os castanheiros
apresentam, simultaneamente ou em separado, algumas das seguintes
caracteristicas:

- amarelecimento precoce das folhas que se acentua até acabarem por murchar e
secar, podendo cair prematuramente, antes do comec¢o do Outono, ou, se o
dessecamento for rapido, podem ficar agarradas aos ramos tal como 0s ouricos,
durante o periodo Outono-Primavera (Figura 2);

Figura 2 — Amarelecimento das folhas em castaheiro, sintoma da doenca da tinta (a esquerda) e
castanheiro saudavel (a direita) (Foto cedida por Gomes-Laranjo).

- 0s ramos da copa correspondentes as raizes infectadas, possuem entrends
curtos, epiderme engelhada e secam — “coroamento” — a medida que a doenga
progride até a morte;

- rebentacdo junto ao colo ou no tronco e ao longo dos ramos principais,
mantendo-se, no entanto, toda a copa seca;

10
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- folhas ndo completamente desenvolvidas e enroladas, ouricos pequenos € sem
frutos, queda prematura das folhas masculinas, frutos deficientemente

desenvolvidos;

- raizes enegrecidas com a epiderme mole e em vias de decomposicao, revelando

exteriormente, as mais grossas, manchas escuras (Figura 3);

- aparecimento, junto ao colo, de um liquido semelhante a tinta de escrever.

p—

)\ (3

et ? . :
Figura 3 — Aspecto enegrecido das raizes mais grossas de um castanheiro (Martins, 2004)

Esta sintomatologia prossegue rapidamente provocando a morte (Figura 4), num
curto periodo de tempo, uma vez que, na maioria dos casos, quando os sintomas
se manifestam, o processo infeccioso ja se encontra num estado avangado de
evolucao. Este facto dificulta a deteccdo, por sintomatologia, dos ataques ainda
na sua fase inicial, pelo que as estratégias de luta se tornam mais dificeis de
aplicar, nomeadamente quando se pretende actuar ao nivel dos hospedeiros
(Gouveia, 1993).

De salientar que o nome atribuido a doenga é devido a exsudacédo do liquido
viscoso, violeta ou azul escuro, resultante da oxidacao dos polifendis libertados
pelas células do floema, do cértex e cambio do castanheiro infectados pela
Phytophthora e a sua reacg¢dao com os sais de ferro contidos no solo adjacente as
raizes (Vieitez et al., 1996).

De acordo com Abreu (1992a), esta designacao € inadequada, uma vez que 0s
castanheiros sdos também exibem uma reaccdo semelhante quando o interior

das raizes contacta com o solo, devido a lesGes corticais ou profundas. Além

11
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disso, muitas outras arvores sao afectadas pelo mesmo agente patogénico, de

forma semelhante a descrita para o castanheiro, caso da nogueira, nao ocorrendo

a formagao do exsudado escuro.

Figura 4 — Castanheiros afectados pela doenca da tinta. A e B — base do tronco das arvores
evidenciando os efeitos da enfermidade da tinta. O avango do micélio de Phytophthora cinnamomi,
pode ascender até um metro, dependendo da humidade do solo. C — castanheiro morto pela
enfermidade da tinta (Adaptado de Vieitez et al., 1996).

12
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3.4 Meios de luta

Na adopcgao de meios de luta capazes de proporcionar condicdes mais favoraveis
ao castanheiro e menos ao patogénio, torna-se necessario o conhecimento das

caracteristicas bioldgicas e epidemiolédgicas do agente responsavel pela doenca.

As caracteristicas bioldégicas e epidemiolégicas dos agentes patogénicos
requerem a utilizacdo de meios de proteccao que integrem, adequadamente, os
meios de luta culturais, biol6gicos, genéticos e quimicos. Os trés primeiros sao
denominados processos preventivos, uma vez que a sua aplicagdo tem como
objectivo impedir o aparecimento da doenca, fazendo parte deste conjunto de
processos a seleccdo de clones de castanheiros resistentes a Phytophthora
cinnamomi, producdo de castanheiros isentos, solarizacdo do solo, uso de
técnicas culturais adequadas e utilizacao de solos supressivos (Campos, 1994).

A luta quimica (processo curativo) teve inicio em Espanha, gracas aos trabalhos
experimentais de Pedro Urquijo Landaluze, a partir de 1934. O tratamento
consistia na aplicacao de sais de cobre na zona do colo e das raizes, previamente
limpas da terra aderente, até uma profundidade de 50 cm. Apesar do parasita
iniciar a infecgéo pelas raizes superficiais, era suficiente o tratamento na zona do
colo, uma vez que a emissdo de novas raizes compensava as necessidades da
arvore (Fernandes, 1952). Este método foi considerado método curativo até 1957.
A partir desta data passou a ser considerado, por outros autores, como uma
forma de atrasar a doenca sem exercer acgdo curativa (Malato-Beliz, 1987). Em
Portugal o método de Urquijo foi amplamente usado, obtendo-se resultados de
certo modo positivos mas, em contrapartida, os custos eram elevados e os efeitos
ambientais negativos, pelo facto de se tratar de uma doenca radicular e o
tratamento ter de ser feito no solo, razées que conduziram ao abandono do
método.

Alguns dos fungicidas actuais (com base em etazol, fosetil de aluminio ou
metalaxil), apresentam elevados custos por unidade de area, sendo por isso a sua
aplicacao restringida aos viveiros (Salesses et al., 1993). De acordo com Benson
(1990), a luta quimica justifica-se em viveiros, por ser uma forma de garantir a

saida de plantas saudaveis e 0 sucesso da transplantacao.
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A utilizacao de fertilizantes enriquecidos em fésforo, cujo ido fosfito induz a planta
a produzir substancias de autodefesa contra fungos do solo como a Phytophthora
sp. tem dado resultados muito interessantes (informacéao oral, Abreu, 2007). Com
efeito, a possibilidade de ser aplicado via foliar ou ao solo é também um factor
favoravel a adopcgao desta estratégia de luta, cuja acgcédo se faz sobre fitoalexinas
presentes na parede celular, estimulando a sua producéo, e que assim provoca a
decomposicdo da parede celular dos microrganismos (www.sbg.org.br/PN-
Net/texto 5/defesa.htm).

As formas de luta a doenca nem sempre sdo as mais viaveis, quer do ponto de
vista financeiro quer do bioldgico. Os fungicidas com eficacia comprovada sao de
dificil aplicacdo, precos pouco convidativos e os efeitos secundarios podem
conduzir a biodegradacao potenciada ou ao desenvolvimento da resisténcia por
parte da Phytophthora. As hibridacées de C. sativa com C. crenata ou C.
mollissima, produzem plantas resistentes a tinta, contudo apresentam um
conjunto de factores limitantes, como o seu custo, ma adaptacao aos locais mais
secos, quando usados como porta-enxerto apresentam incompatibilidades ao fim

de alguns anos na zona de enxertia (Vieitez et al., 1984).

Desta forma, as medidas de protec¢édo a implementar no combate a esta doencga,
nao devem ser encaradas como meros processos alternativos de luta, mas sim
como processos complementares de defesa, cujo objectivo final é a proteccao da
cultura durante o prolongado periodo de tempo que ocupa o solo. Também Bruehl
(1989), defende ser necessério direccionar os esforcos no sentido de uma filosofia
de proteccado integrada, nomeadamente com o favorecimento da diversidade
biol6gica, na tentativa de reduzir a dependéncia do uso de fitofarmacos e
sistemas curativos, permitindo o equilibrio estavel hospedeiro-parasita e tentar,
desta forma, conduzir a solugcdo deste tdo grave problema sanitario, que tem
vindo a degradar e a dizimar os soutos.
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4. Phytophthora cinnamomi

4.1 Caracterizacao sumaria da espécie

No ano de 1917, o italiano Lionello Petri isolou e identificou, como agente
causador da doenca, um fungo ao qual atribui a designacdo de Blepharospora
cambivora, que Buissmam incluiu posteriormente no género Phytophthora, familia
das Pythiacea, dentro dos fungos oomicetas. Em 1922 ter-se-4 confirmado a
proximidade desta espécie com um patogénio de mais largo espectro, capaz de
destruir desde plantas herbaceas até arboéreas, passando também pelas
arbustivas: Phytophthora cinnamomi Rands. A Phytophthora cinnamomi foi
descrita, pela primeira vez em 1922, por Rands na ilha da Sumatra apés ter sido
detectada na arvore da canela (Cinnamomi burmamii Blume), &rvore cuja
designacao boténica auxiliou a sua classificagdo taxonémica. Desde essa data,
esta espécie foi citada em mais de uma centena de paises como agente
responsavel por um elevado nimero de doencas, produzidas em mais de um

milhar de plantas hospedeiras (Zentmyer, 1980).

A dispersao de Phytophthora cinnamomi é notavel, estando presente em todo o
mundo, desde as regides temperadas as tropicais. Este facto é devido, em grande
parte, a vastissima diversidade de hospedeiros. Zentmyer (1980) enumerou mais
de 950 plantas hospedeiras, das quais muitas sdo australianas, no entanto,
actualmente estao registadas mais de 1000 espécies (Hardy e Sivasithamparam,
1988).

E atribuida a Phytophthora cinnamomi a responsabilidade pela morte de diversas
plantas tropicais, destacando-se a japoneira, a canforeira, o abacateiro, o ananas,
sobretudo na Sumatra, EUA, Antilhas, Africa do Sul e Malasia (Roger, 1951 cit.
Telhada, 1988).

Muito embora com caracter epidémico ataque essencialmente o castanheiro e a
nogueira (Gomes, 1982), em Portugal esta espécie foi assinalada como parasita
de Fagus sylvatica L., Betula alba, Junglans regia L., Quercus spp., Pseudotsuga
menziessi (Mirbel) e Erica spp. (Fernandes, 1952; Martins, 1994).
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Em termos fitopatolégicos, o género Phytophthora é um taxa de remarcaveis
caracteristicas, sendo todas as espécies deste género parasitas de plantas,
encontrando-se amplamente representadas as espécies dicotileddéneas. Possui
também espécies que, no seu conjunto, tém a capacidade de infectar e colonizar
todos os 6Orgdos das plantas, além de englobar outras com capacidade de
parasitar um elevado numero de espécies vegetais e outras que, gracas a sua

especificidade, se aproximam dos organismos biotréficos (Gouveia, 2004).

A existéncia de dois organismos distintos capazes de provocar a mesma doenca,
no mesmo hospedeiro, levou a que a duvida que envolvia o género Phytophthora
passasse a reunir as duas espécies numa s6 — Phytophthora cambivora. De
acordo com Grente (1961b) e Vieitez (1960), apesar do comportamento de P.
cinnamomi e P. cambivora ser diferente, era mais provavel tratar-se de duas

subespécies, do que de duas espécies distintas.

Apesar das caracteristicas idénticas, que tornam os critérios de separacao
dificilmente observaveis (Gouveia, 1993), reconhece-se que as espécies sao
distintas morfolégica e biologicamente, sendo possivel a hibridacao entre elas. No
entanto, devido a sua maior agressividade e representatividade, considera-se a
Phytophthora cinnamomi como o organismo preponderante no desenvolvimento

da doenca da tinta (Salesses et al., 1993).

Esta espécie é considerada como um dos patogénios mais destrutivos e
versateis, sendo o que possui maior distribuicdo geografica e maior nimero de
hospedeiros susceptiveis & sua accdo. E também notavel a sua variedade a
quimiotaxia, saprofitismo, patogeneidade, genética, resposta a fungicidas,
resisténcia, esporulacao e relacdes com o meio em que vive. Tudo isto contribuiu
para que seja a espécie com maior capacidade destrutiva e das que mais atencao
mereceu por parte dos fitopatologistas (Vieitez et al., 1999).

Gravatt (1954) considera ainda que poucos fungos procedentes do exterior
causaram tanta destruicdo como P. cinnamomi, responsavel pela podridao das

raizes de inUmeras plantas que lhe serviram de hospedeiros.
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4.2 Classificacao da espécie

O género Phytophthora foi tradicionalmente classificado no reino Fungi, por se
tratar de organismos heterotréficos, possuirem crescimento por polarizagdo das
hifas, esporos vegetativos adaptados a dispersao pelas correntes de ar ou pela
agua e utilizarem estratégias de infeccdo das plantas semelhantes as dos
Fungos. Todavia, em Phytophthora, sempre foram reconhecidas caracteristicas
biologicas e fisioldgicas que Ihe conferiam singularidade no contexto do reino
onde estava inserida, e que foram sucessivamente ampliadas com estudos
posteriores (Gouveia, 2004).

Zentmyer (1987) refere as seguintes caracteristicas do género Phytophthora, que
nao sao usuais em organismos classificados como fungos: possui zo6sporos que
produzem a parede celular no decorrer do processo de enquistamento,
necessario para que possam germinar e causar infeccao; os zodsporos possuem
dois flagelos com morfologia diferente; em cada oogénio é formado apenas um
oOsporo; a parede celular é constituida por B-glucano e alguma celulose,
contrariamente aos fungos em que a quitina € o principal constituinte; durante a
fase vegetativa sdo organismos dipléides, contrariamente aos fungos que sao
hapléides; acumulam micolaminarinas (B e 1-3-glucanas e manitol) como
substancias de reserva, enquanto os fungos acumulam o manitol e ndo sintetizam
esterodis, razdo pela qual ndo sédo sensiveis aos fungicidas que interferem com a

sua biossintese.

A classificacao taxonémica do género Phytophthora é baseada essencialmente
em caracteristicas morfolégicas. Estas, apresentam elevada plasticidade e sao
em numero reduzido face ao elevado niumero de espécies descritas, tornando a
classificacdo e identificacdo um processo dificil, laborioso e muito moroso
(Gouveia, 2004).

Actualmente o género Phytophthora foi incluido num novo reino que Cavalier-
Smith (1986) designou Chromista e Dick (1995) Stramonopila, atribuindo, desta
forma, significado as singularidades bioldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e de
ultra-estrutura celular em Phytophthora.
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Neste trabalho adoptou-se a classificagcdo de Alexopoulos e Mins (1979), e de
Hawksworth et al., que Abreu (1992c), considera como a que reune maior
consenso. Assim, o género Phytophthora pertence a familia Phytiacea, ordem
Peronosporales, série Biflagellatae, classe Phycomyceta. Actualmente esta classe
ja ndo é reconhecida e deu origem a outras, encontrando-se este parasita inserido
na classe Oomyceta. O estudo de genes conservados como o 18S rRNA, ae 8 —
tubulina evidenciam que os fungos e os Oomicetas sao filogeneticamente distintos
(Sogin e Silberman, 2001).

A dificuldade na definicao de critérios objectivos de identificacdo morfoldgica das
espécies do género Phytophthora, a necessidade de aplicacdo de técnicas, meios
de cultura e procedimentos muito definidos para a obtencdo das estruturas
morfolégicas diferenciadoras determinou que as novas metodologias no dominio
da bioquimica, da serologia e, mais recentemente, os métodos moleculares
fossem aplicados na sistematica, classificacao e filogenia do género Phytophthora
(Gouveia, 2004).

4.3 Influéncia dos factores edafo-climaticos

Os factores temperatura e humidade (solo e atmosfera), aliados a compacidade
do solo, sdo os que exercem maior influéncia no desenvolvimento da
Phytophthora.

De acordo com Gouveia (1993), a Phytophthora cinnamomi € directamente
influenciada pela temperatura, estando o crescimento do micélio e a producao de
esporangios fortemente relacionados com a temperatura e com o0
desenvolvimento da doenca. As temperaturas maxima e minima propicias a
infeccdo podem variar consoante o hospedeiro (Zentmyer, 1981). No que
concerne a temperatura do ar, esta € particularmente importante quando o seu
valor esta compreendido entre 20 °C e 30 °C. Apenas para valores acima ou
abaixo destes limites € que as condicdes se mostram menos favoraveis,
paralisando o seu desenvolvimento abaixo dos 5 °C e acima dos 35 °C, variando
entre 23 °C e 27 °C o seu 6ptimo (Fernandes, 1966).
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Gomes (1982) defende que existe um periodo em que se verificam valores
apropriados a sua evolugdo, nomeadamente de Abril a Agosto, embora durante
grande parte do ano as condi¢des sejam desfavoraveis, enquanto que Fernandes
(1966) refere que, geralmente, a acgdao destes parasitas € mais intensa em
situacées em que a temperatura do ar ultrapassa os 15 °C e as chuvas surgem

com frequéncia, elevando a percentagem de humidade no solo e na atmosfera.

O excesso de agua no solo é tido como o principal factor no desenvolvimento das
doencgas provocadas por Phytophthora cinnamomi, sendo referenciado em
praticamente todas as situacbes epidémicas originadas por este parasita
(Gouveia, 1993).

Relativamente a altitude, a doenca causa mais estragos em regides situadas
abaixo dos 700 metros. Além dos 800 metros as infec¢des sdo raras e, quando
surgem, apresentam um progresso lento (Fernandes, 1966). Este autor admite
que este facto se verifica em virtude das caracteristicas extremas do clima das
terras altas, onde os Invernos sdo mais frios e 0s verdes mais quentes, existindo
longos periodos cujas temperaturas sdo pouco favoraveis ao seu

desenvolvimento.

4.4 Mecanismo de infeccao

Para ocorrer a infeccao, € fundamental a reunido de condigcbes adequadas de
humidade e temperatura, o que usualmente sucede no inicio da Primavera
(Béckmann, 1986). Os zoodsporos, esporos providos de flagelos, sao libertados
pelos esporangios (Figura 6), que podem resultar da germinacao de estruturas de
resisténcia. Este processo de libertacdo dos zodsporos ocorre quando se
encontram reunidas as condicbes adequadas de temperatura e humidade para o
desenvolvimento da Phytophthora, o que usualmente ocorre na Primavera.

Abreu (1992c), refere que a Phytophthora cinnamomi parece formar esporangios
(Figura 5) apenas em meios liquidos e Halssal e Williams (1984); Malajczuk
(1979) apontam como temperatura favoravel o intervalo entre os 18 °C e os 26 °C.
Uma vez que a formacao de esporangios é uma etapa essencial na infec¢ao, Ko e
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Ho (1983) desenvolveram um meétodo para avaliar a possibilidade de existirem
infeccbes, baseada na percentagem de germinacdo de esporangios de
Phytophthora cinnamomi.

Figura 5 — Esporangios de Phytophthora cinnamomi (Vieitez et al., 1999).

Figura 6 — Zoosporo libertado pelo esporangio (Metcalf, 2006).

O processo infeccioso tem inicio com a atraccao dos zodsporos para as raizes do
hospedeiro (Zentmyer, 1970). O ataque do patogénio ao castanheiro é produzido
pelas raizes, ou aproveitando uma via mecanica de entrada, produzida por uma
lesdo ou pela accao directa da prépria Phytophthora, mediante enzimas capazes
de provocar a destruicdo das paredes das células do tecido cortical das raizes.
Deste modo, produz-se uma via de penetracdo das hifas que invadem a cavidade
celular e acabam por consumir os componentes citoplasmaticos (Vieitez et al.,
1999). A Phytophthora cinnamomi comeca por invadir as raizes mais finas,
preferencialmente a partir das extremidades ainda nao lenhificadas, provocando a
lise celular, passando seguidamente a colonizar as raizes mais interiores e mais

grossas, em expansao centripeta, até atingir o colo da raiz (Abreu, 1992c).
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O avanco do patogénio dentro das raizes é produzido através dos tecidos vivos,
em especial do cambio, passando pelo mesmo das raizes ao tronco, pelo que
continua a ascender até perto de um metro. A altura alcangada pelo patogénio no
tronco do castanheiro depende das condi¢cdes climatoldégicas. Se o ataque
coincidir com a abundancia de chuvas ou se € produzido num solo com muita
agua, a Phytophthora pode alcancar alturas mais elevadas, mas normalmente néao
supera um metro (Vieitez et al., 1999).

De acordo com Davison et al., (1994), as infeccbes geralmente comegam no
floema mas a Phytophthora, de forma rapida, morre ou torna-se dormente.
Seguidamente, invade radialmente o xilema, no qual persiste durante muito mais

tempo, motivo pelo qual os isolamentos tém mais sucesso neste tecido.

A atraccao dos zoOsporos para as raizes do hospedeiro é devida a um estimulo
quimico denominado quimiotaxia, que ocorre devido a exsudacao, por parte das
raizes, de varias substancias quimicas como aminoacidos, hidratos de carbono,
acidos organicos, vitaminas, enzimas e auxinas (Zentmyer, 1970). Este autor,
defende ainda que a idade da planta, humidade do solo, temperatura e
intensidade luminosa s&o considerados como factores determinantes da

quantidade destes compostos excretados pelas raizes.

A agua constitui um dos factores edafolégicos que maior influéncia tem na sua
difusdo mediante os zo6sporos e os odsporos (Figura 7) (Vieitez et al., 1999). A
evolucao da doenca, desde o foco inicial, normalmente segue o percurso da agua
no solo (Salesses et al., 1993). A formacao de estruturas de resisténcia e de
esporangios sao também afectados pela humidade do solo (Gisi et al., 1980).

T

| _ ANG MR A |
Figura 7 — O6sporos de Phytophthora cinnamomi (Metcalf, 2006).
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Potenciais da ordem de -2 a -3,5 MPa suprimem o crescimento das hifas e a
producédo de esporangios é limitada a potenciais entre -0,2 e -0,5 MPa, ocorrendo
a producao optima a potenciais matricos entre -0,0015 MPa e -0,0025 MPa
(Benson, 1984) ou mesmo em &gua livre. Desta forma, a doenga ndo é comum
em solos arenosos bem drenados e com baixo pH. A pH 3,3 a producdo de
zobsporos e esporangios € inibida. Contudo, a pH 4,0 a produgédo de esporangios
€ inibida enquanto a de zo6sporos nao o €. Assim, em propagacao vegetativa por
estaca a utilizagdo de agua de rega com pH 3,5 a 4,0 controla a producao de
esporangios, prevenindo a producao de zoosporos e a doenca. A producdo de

clamidésporos ocorre a potenciais muito mais negativos.

A Phytophthora cinnamomi, por possuir a capacidade de produzir um elevado
namero de zo6sporos num curto periodo de tempo, por ser capaz de produzir
varios tipos de esporos assexuados no decorrer do seu ciclo de vida e ainda por
apresentar a capacidade de alterar a evolugdo do processo germinativo em
funcdo das condicbes ambientais, designadamente em viveiro, € capaz de,
perante condigdes ambientais favoraveis, aumentar rapidamente o numero de

propagulos no solo (Gouveia, 1993).

Segundo Goidanich et al, (1964), a Phytophthora cinnamomi ocorre
frequentemente livre no solo, sobre a forma de hifas e zodsporos, esporos
hialinos de 18-20 um de diametro, durante os periodos de maior humidade e a
temperaturas amenas (acima de 10 °C). Todavia, perante condi¢cdes adversas do
meio, estas estruturas sobrevivem mal, mantendo-se apenas por periodos de um
a dois meses, na auséncia de hospedeiros (Reeves, 1975; Malajczuk et al., 1977;
Erwin e Ribeiro, 1996). Pode também surgir a superficie das raizes, em
zoosporos enquistados, micélio e clamidésporos. De acordo com Zentmyer
(1970), estas ultimas estruturas desempenham um papel preponderante na
sobrevivéncia do patogénio.
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Figura 8 — Ciclo biolégico da doenga da tinta do castanheiro (Metcalf, 2006).

Nas estacdes mais adversas (Verdo e Inverno), a Phytophthora sobrevive através
do micélio (Figura 9) presente nas raizes infectadas e na matéria organica, mas
principalmente sob a forma de odsporos e clamidésporos (Weste e Vithanage,
1978), que podem resistir por um periodo de um a seis anos, respectivamente,
infectando o hospedeiro perante situagdes favoraveis (Béckmann, 1986; Erwin e
Ribeiro, 1996).

Figura 9 — Micélio de Phytophthora cinnamomi (Vieitez et al., 1999).
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Zentmyer e Mircetich (1966) admitem que os clamiddsporos (Figura 10), na
auséncia de substrato, podem manter-se viaveis, com teores de agua no solo de
apenas 3%, possuindo elevada resisténcia as condicdes adversas de
temperatura. Este facto, possibilita a sobrevivéncia do patogénio onde os
antagonistas muitas vezes se extinguem e faciltam a futura invasao do

hospedeiro.

Figura 10 — Clamidosporos de Phytophthora cinnamomi (Metcalf, 2006).

4.4 Controlo biologico de Phytophthora

No controlo do crescimento e do desenvolvimento de Phytophthora cinnamomi
intervém a manipulacao, na medida do possivel, dos microrganismos do solo, ou
seja, a sua microfauna e microflora. Neles actuam factores complexos de tipo
ambiental, fisico e quimico. Neste controlo também intervém relagcées hospedeiro-
patogénio, nem sempre conhecidas. Tudo isto nos mostra as dificuldades que
enfrenta o controlo biolégico da enfermidade da tinta. O interesse pelo controlo
biolégico da doenca da tinta do castanheiro centra-se nas micorrizas, em especial
nas ectomicorrizas, consideradas como protectoras das raizes, impedindo a

penetracdo de Phytophthora cinnamomi (Vieitez et al., 1999).

As micorrizas sao uma associagao simbidtica entre fungos e as raizes de uma
planta, constituindo esta associacdo uma nova entidade morfolégica de fisiologia
propria, de que ambos os organismos beneficiam. Este beneficio é concretizado
para a planta na forma de uma capacidade nutritiva superior e numa maior

proteccao contra doencgas (Abreu, 1992 a).
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O mecanismo de resisténcia das micorrizas as enfermidades das raizes nao é
claro. O fungo micorrizico pode actuar utilizando os acgucares e os hidratos de
carbono da raiz, reduzindo assim a quantidade de nutrientes estimuladores do
patogénio, formando uma barreira mecanica com as suas hifas, que se oporia a
sua penetracdo, e mantendo uma populagcdo microbiana protectora, ou
excretando antibiéticos capazes de o inibir. Outra possibilidade seria que a
simbiose com o fungo modificasse o metabolismo do castanheiro, favorecendo a
sintese de compostos fungicidas, tal como se demonstrou no caso dos pinheiros
micorrizados por fungos do género Leucopaxillus, que determina a formagao de
nitrito de diatricina, composto que tem accéao fungicida (Vieitez, 1999).

Segundo Vieitez et al., (1996), ndo parece existir divida de que a micorrizacao
das raizes do castanheiro com certas espécies de fungos esta associada a uma
maior resisténcia desta arvore a doenca da tinta, enquanto que uma pobre

micorrizagao esta relacionada com uma mais facil propenséo a doenca.

Em 1950 P. Veriot comprovou que os castanheiros, cujas raizes possuiam
filamentos brancos ou rosaceos das ectomicorrizas, raramente sofriam o ataque

de Phytophthora cinnamomi.
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5. Mecanismos de resisténcia das plantas

A falta de mobilidade das plantas impede-as de se protegerem das condi¢cdes
ambientais adversas e do ataque de numerosos predadores e agentes
patogénicos. Assim, no decorrer do processo evolutivo, em particular pela accao
das mutacoes e da seleccao natural, as plantas superiores desenvolveram varios
mecanismos que, através de vias metabdlicas especificas, lhes permitem
sintetizar, acumular e secretar grande variedade de metabolitos secundarios
utilizados na formacgéo de barreiras de natureza fisica e quimica e cujas principais
funcbes parecem ser de dispersao, proteccao e/ou autodefesa (Taiz e Zeiger,
1998).

A capacidade de defesa das plantas face aos agentes patogénicos encontra-se
dependente dos mecanismos de percepgdo que estas possuem, que lhes
permitem o reconhecimento dos agentes invasores bem como a activacao de
respostas de defesa (Innes, 1998). Assim, as plantas recebem sinais que as
estimulam na producdo de respostas face a esses agentes. Estes sinais
denominam-se eliciadores e consistem em moléculas de origem bidtica ou
abiodtica, capazes de estimular qualquer resposta de defesa nas plantas (Smith,
1996). Deste modo, Rodrigues Jr. (1980) considera que as plantas devem possuir
mecanismos gerais de resisténcia que Ihes permitem manter-se sas em presenca
de um grande numero de potenciais agentes patogénicos e pragas, bem como
mecanismos mais especificos responsaveis por uma maior especificidade das
relagbes hospedeiro-parasita. Uma vez que os mecanismos de defesa s6 sao
activados apds o processo infeccioso ter iniciado, Keen (1990) considera que as
plantas utilizam estratégias de defesa, em relacdo aos agentes patogénicos,

muito similares aos vertebrados.

Simultaneamente, alguns patogénios co-evoluiram com os seus hospedeiros de
forma a superarem essas barreiras, causando doencas nos mesmos (Ouchi,
1983). No entanto, a ocorréncia de doencas nas plantas ndo é uma regra, mas
sim uma excepcao, uma vez que grande parte das associacdes entre plantas e
microrganismos resulta numa interaccdo incompativel, ndo ocorrendo o

desenvolvimento da doenga (Sbalcheiro, 2006).
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Segundo Agrios (1997), para que se verifique a ocorréncia da doenca €
necessario: uma planta susceptivel, um patogénio virulento e um ambiente
favoravel. O primeiro evento a ocorrer, no contacto planta-microrganismo, € o
reconhecimento do possivel patogénio pela planta e subsequente activacao de

mecanismos de defesa contra o invasor.

A resposta a accado do patogénio € um processo geneticamente determinado,
altamente dindmico e coordenado cuja manifestacao e efectividade dependem da
existéncia de mecanismos constitutivos e/ou da activagdo dos genes
responsaveis pela inducdo de sistemas de defesa p6s-formados no momento,
local e magnitude adequados, apds o reconhecimento do patogénio pelo
hospedeiro. Forma-se, portanto, num sistema de multiplos mecanismos onde o
seu nivel de expressao resulta do somatoério das contribuicées individuais de cada

um e da influéncia do meio ambiente (Innes, 1998).

Os mecanismos de resisténcia sdo activados perto da area infectada para tentar
prevenir a difusdo do patogénio. O tempo de resposta a invasao € determinado
pela velocidade com que a planta faz o reconhecimento da presenca do agressor,
desencadeando uma ou mais reaccoes de defesa. Se a resposta for mais rapida
que o processo de infeccdo, a planta pode controlar a expansdao do agente
(resisténcia). A interacgdo entre um patogénio e uma planta é dita “compativel”
quando conduz a doenca, mas se a planta resiste a agressao a interaccao é dita

“incompativel” (Margis-Pinheiro et al., 1999).

A resisténcia natural das plantas aos microrganismos patogénicos, baseada numa
grande variedade de barreiras quimicas e fisicas, defendida por (Taiz e Zeiger
1998), capazes de promover 0s mecanismos de defesa pré-existentes, é
designada por Kiraly et al., (1997) de constitutiva. Além destes, as plantas
possuem mecanismos de defesa eficientes que permanecem inactivos ou
latentes, que podem ser accionados apés a célula vegetal contactar com agentes
de inducao. Neste caso, a resisténcia € dita dindmica, pés-infeccional ou induzida
(Agrios, 1997; Colson e Deveral, 1996).

A combinacdo das -caracteristicas estruturais e as reacgdes bioquimicas,
envolvidas na defesa das plantas, é variavel para diferentes relacées hospedeiro-
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patogénio. Dentro do mesmo patogénio ou hospedeiro, essa combinacao varia
também com a idade, tecido e tipo de 6rgao afectado da planta, com a condicédo

nutritiva da mesma, bem como com as condi¢des climaticas (Agrios, 1988).

A presenca de compostos inibitérios pode intervir na resisténcia da planta,
surgindo uma nova categoria denominada de compostos semi-constitutivos, ou
seja, compostos que ja existem nas células do hospedeiro, mas que aumentam a

sua concentracao apés a infecgcao pelo parasita (Ingham, 1973).

Na maioria das vezes, os mecanismos de defesa das plantas sao mais eficientes
que 0s mecanismos bioquimicos de ataque dos patogénios, de modo que, nos
ecossistemas naturais a resisténcia € mais frequente que a susceptibilidade
(Vidhyasekaram, 1988).

5.1 Resisténcia Constitutiva

Segundo Agrios (1988), é a superficie que se encontra a primeira linha de defesa
das plantas contra os agentes patogénicos, a qual o patogénio vai ter de penetrar
para provocar a infecgdo. A resisténcia natural das plantas a microrganismos
patogénicos é baseada, em parte, numa variedade de barreiras e mecanismos de
defesa ja existentes, denominados constitutivos (Kiraly et al., 1997).

Na resisténcia constitutiva incluem-se as barreiras estruturais ou fisicas das
plantas, tais como: a presenca de pélos e ceras a superficie do 6rgao, a
espessura da cuticula e das paredes das células epidérmicas, a estrutura e
funcionamento dos estomas e a presenca de esclerénquima (Gaspar, 1997).

Embora as caracteristicas estruturais possibilitem a planta varios graus de defesa
contra um possivel ataque de patogénios, esta defesa ndo depende somente
dessas barreiras mas também de substancias produzidas nas células antes ou
depois da infeccao, resultando num sistema de defesa de multiplos mecanismos,

ja anteriormente referido.
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5.2 Resisténcia induzida

A planta possui, além das barreiras estruturais ou fisicas, mecanismos de defesa
pds-infeccional, mais eficientes, accionados quando sdo expostas a agentes de
inducéo (Kiraly et al., 1997).

A resisténcia induzida (HR e SAR) acontece somente quando a planta sente a
presenca do agente agressor, transmitindo os sinais que activam os mecanismos
de defesa. A percepcao ocorre quando as moléculas indutoras das respostas se
ligam a moléculas receptoras, provavelmente localizadas na membrana celular.
Os indutores podem ser enddégenos (fragmentos da propria planta, libertados pelo
ataque de enzimas) ou exdgenos (fragmentos do patogénio). Estes dois tipos
podem actuar conjuntamente, tendo grande diversidade, uma vez que sao
substancias derivadas de componentes estruturais da planta ou dos agressores.
Este facto sugere que as células vegetais possuem diferentes receptores,
associados a substancias especificas, capazes de accionar os sinais que activam,

no nucleo das células os genes ligados a defesa (Margis-Pinheiro et al., 1999).

A interaccdo planta-patogénio envolve mecanismos bioquimicos, onde s&o
activados genes de alerta (Innes, 1998), resultando na sintese de novos
compostos, além do aumento da actividade enzimatica, importante para a defesa
da planta. A formacao de barreiras estruturais e a producao de compostos toxicos
intervém no atraso da infecgao (Sbalcheiro, 2006).

Assim, juntamente com os genes especificos de resisténcia, as plantas possuem
genes que codificam proteinas que estdo envolvidas na resposta da planta contra
os patogénios. Destas, algumas sdo enzimas que fazem parte das respostas de
defesa natural da planta e algumas acompanham a resposta de hipersensibilidade
(Innes, 1998; Margis-Pinheiro et al., 1999; Sbalcheiro, 2006).

Apbs a ocorréncia da infecg¢do, a planta desencadeia mecanismos de resisténcia
morfolégica induzidos, como a formacao de estruturas ou tecidos que ndao podem
ser penetradas, ou pelo menos extensivamente colonizadas pelo parasita, tais
como a formagédo de tiloses, nas doengas que envolvem o sistema vascular,
alteracdes nas paredes celulares devido a deposicao de celulose, calose, lenhina
ou silica, e formacao de barreiras suberosas (Gaspar, 1997).
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Varios autores defendem que a resisténcia a um dado patogénio pode estar
condicionada pela presenca de determinados compostos quimicos, quando
presentes nos tecidos epidérmicos em quantidades significativas, tais como:
terpenos, fendis, esterdis, alcaldides, quinonas, poliamidas alifaticas, etc. (Farkas
e Kiraly (1962); Mace e Herbert (1963)). Walker e Stahmann (1955), admitem que
estes compostos, considerados inibidores, podem afectar o crescimento das hifas

do patogénio, por se acumularem nas células mortas da periderme.

Agrios (1988), defende que muitos compostos fendlicos e taninos, que surgem em
concentracdes elevadas nas células de frutos ou folhas jovens, sdo apontados
como responsaveis pela resisténcia a microrganismos patogénicos. Este autor
defende ainda que determinados compostos fendlicos envolvidos na resisténcia a
doenca ocorrem com frequéncia nas plantas, sendo encontrados quer nas
saudaveis quer nas doentes. No entanto, a sua sintese ou acumulacao parece

aumentar apos a infecgao.

Com base nos seus trabalhos, Mansfield (1982); Davies (1987); Matern e Kneusel
(1988); Bell (1990), propuseram uma divisdo em dois estadios para a estratégia
defensiva das plantas. O primeiro relaciona-se com a rapida acumulacao de
compostos fendlicos no local da infecgao, cuja funcdo € impedir o crescimento do
patogénio enquanto permite a activacao de defesas especificas, como a sintese

de fitoalexinas ou outras substancias que se relacionam com o stress.

Agrios (1988), admite que as enzimas envolvidas na oxidacdao de fendis
desempenham um papel muito importante na resisténcia a doenca,
nomeadamente, a polifenoloxidase cuja actividade é devida, provavelmente, a sua
capacidade de oxidar os compostos fendlicos em quinonas (compostos mais
téxicos para os microrganismos que os fendis originais), e a peroxidase que, além
de oxidar os fendis também aumenta a taxa de polimerizagdo desses mesmos
compostos em substancias com propriedades semelhantes a lenhina, que séo
depositadas nas paredes das células e papilas intervindo, posteriormente, com o

desenvolvimento do patogénio.

Os taninos sédo poderosos inibidores da acg¢do dos patogénios, gracas a
capacidade de se complexarem com as proteinas. Este facto podera explicar o
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papel desempenhado pelos taninos como protectores das plantas contra ataques
de insectos, fungos e outros agentes patogénicos, cuja accao destrutiva depende
da funcionalidade das suas enzimas. Pelas mesmas razbes, a presenga dos
taninos contraria a degradacdo microbiana dos detritos organicos de origem
vegetal, contribuindo para a formacdo do humus &cido no solo (Castro e
Fernandes, 1995).

A adaptacdo e a resisténcia sado traduzidas por alteracdes profundas no
metabolismo da célula vegetal, das quais se destaca a sintese de proteinas de
defesa, expressas por genes especificos, activados por mecanismos complexos.
Estas proteinas exercem varios papéis na resisténcia e sobrevivéncia da planta,
de forma directa (combatendo o agente agressor) ou indirecta (mantendo a
estrutura e as funcdes celulares) (Margis-Pinheiro et al., 1999).

5.2.1 Resisténcia local

A determinacdo dos mecanismos de proteccdo desenvolvidos pelas plantas é
essencial para a obtengdo de variedades mais resistentes. As plantas podem ter
resisténcia local, também conhecida por resposta de hipersensibilidade (HR), que
€ uma manifestacdo comum de resisténcia de plantas a doencas, caracterizada
pela rapida morte de células ao redor do ponto de infeccao, restringindo o sistema
de ataque do patogénio. Desta forma, a planta consegue impedir o acesso do
agente patogénico as células vizinhas, limitando assim a infeccdo (Mittler e
Rizhsky, 2000; Yalpani et al., 1991; Holub et al., 1994).

A resposta de hipersensibilidade (HR) é considerada uma forma de resisténcia,
sendo determinada por um Unico gene dominante no genoétipo vegetal (Dawson e
Hilf, 1992), manifestando-se como pequenas lesbes necrbdticas em reposta da
planta ao ataque de patogénios, ocorrendo poucas horas apds o ataque (Agrios,
1998). Esta reaccao ja foi identificada ha quase 100 anos, mas nao € claro se a
sua caracteristica primaria (morte celular) desempenha uma fungao directa na
resisténcia ou é consequéncia de mecanismos de sinalizagdo que conduziriam

aos eventos capazes de inibir a ac¢do do patogénio (Margis-Pinheiro et al., 1999).
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Os aspectos fisiologicos da HR, comuns a todas as plantas e a diferentes
patogénios, englobam o aumento rapido e transitério de agentes oxidantes, a
perda de ides potassio (K*) e o ganho de ides hidrogénio (H") pelas células, a
destruicdo de compartimentos e espessamento das paredes celulares e da
cuticula, além da sintese de toxinas (fitoalexinas) e proteinas relacionadas com a
defesa (conhecidas como proteinas PR, de “pathogenesis related”) (Margis-
Pinheiro et al., 1999).

5.2.2 Resisténcia sistémica adquirida (SAR)

A resisténcia sistémica adquirida — SAR (Systemic Acquired Resistance), designa
0 processo através do qual as plantas, apds exposicdo a um agente indutor,
activam os seus mecanismos de defesa, tanto no local da indugdo como em

locais mais distantes, de forma mais ou menos generalizada (Sticher et al., 1997).

A SAR protege a planta, juntamente com a resisténcia local, contra novos ataques
de um mesmo patogénio. Apés uma primeira infecgao e induzida por diferentes
agentes, a SAR torna a planta resistente, por varias semanas, a posteriores
infecgdes. A proteccdo é eficaz contra um grupo de patogénios, mas nao todos,
variando consoante a espécie vegetal (Margis-Pinheiro et al., 1999).

A resisténcia sistémica adquirida envolve a acumulacao de proteinas relacionadas
com a patogénese (PR) como mecanismos induzidos de defesa da planta,
podendo a inducdo resultar em alteracbes visuais (necroses) (Moraes, 1998),
sendo geralmente induzida por patogénios ou activadores quimicos (Van Loon et
al., 1998) e é caracterizada por apresentar um mecanismo de controlo nao
especifico, isto é, a capacidade de controlar diversas doencas de origens
diferentes (Van Loon et al., 1998; Sticher et al., 1997).
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5.3 Controlo alternativo de doencas

O método mais utilizado na proteccao de plantas contra os seus patogéneos é o
uso da resisténcia genética (Lyon et al., 1995). No entanto, nem todas as plantas
sao resistentes aos patogénios, e nem todo o material resistente consegue
adaptar-se a diferentes regides. Assim, tem sido cada vez mais frequente na

agricultura, a utilizagédo de pesticidas no controlo de doencas.

De acordo com Ghini e Kimati (2000), a adopg¢ao continua do controlo quimico
pode acarretar o aparecimento de patogénios resistentes aos produtos utilizados,
podendo, simultaneamente, contaminar alimentos e 0 meio ambiente, provocar a
intoxicacdo de seres vivos, bem como o ressurgimento de algumas pragas e
outras, anteriormente consideradas secundarias, podem assumir maiores
proporcoes (Burg e Mayer, 1998). Consequentemente, estes efeitos tém
estimulado a procura de métodos alternativos de controlo de doencas de plantas
(Nakasone et al., 1999).

Segundo Stangarlin et al., (1999), o controlo alternativo de doengas pode realizar-
se através do controlo biolégico, da inducdo de resisténcia em plantas e da
utilizagcdo de produtos alternativos ao controlo quimico, como 6leos essenciais e

extractos vegetais.

O controlo biolégico é efectuado pela manipulagdo de microrganismos
antagdnicos e/ou hiperparasitas (Bettiol e Ghini, 1995), enquanto que a inducao
de resisténcia envolve a activacdo de mecanismos de defesa latentes presentes

nas plantas, tais como as fitoalexinas (Hammerschmidt e Dann, 1997).

As fitoalexinas sdo compostos anti-microbianos, relacionados com a resisténcia
induzida da planta e sintetizados por ela em resposta a infeccao bacteriana, que
se acumulam nas células vegetais, limitando a propagacdo da infeccao
(Paschoalati e Leite, 1995). A acumulacéo de fitoalexinas nos tecidos das plantas
indica uma resposta regulada de defesa as infec¢cdées do patogénio e também a
eliciadores bibticos e abidticos (Degousée et al., 1994).

Tem sido observada, em varias plantas, a inducao de resisténcia como resposta

ao tratamento prévio do hospedeiro com agentes bibdticos ou abibticos,

33



Andlise de parametros bioquimicos em clones de castanheiro inoculados com Phytophthora cinnamomi

designados eliciadores ou indutores de resisténcia (Kuc, 2000; Manandhar et al.,
1999). E activado, pelas plantas, um conjunto de respostas apds o
reconhecimento de um patogénio ou da aplicacao exégena de um indutor, que as
capacita para responderem rapidamente a infecgdo, promovendo uma resposta

de resisténcia.

O reconhecimento planta-microrganismo ocorre devido a interac¢do entre uma
molécula eliciadora do patogénio ou da prépria planta, libertada pela accado do
agente patogénico, e de um receptor proteico presente na membrana celular da
planta (Hahn, 1996). As moléculas eliciadoras sdao de natureza variavel sendo
mais comum a ocorréncia de hidratos de carbono, lipidos, proteinas e
glicoproteinas. Também a origem pode ser varidvel, por exemplo, os
lipopolissacarideos extracelulares de bactérias, glicoproteinas da parede celular
de fungos patogénicos e leveduras e hidratos de carbono da parede celular de
fungos ndo patogénicos sao alguns dos eliciadores capazes de activar
mecanismos de defesa de plantas (Coventry e Dubery, 2001; Wulff e Paschoalati,
1999; Koch et al., 1998).

As plantas tratadas com moléculas eliciadoras, além de poderem ter uma
resposta de resisténcia, podem ter uma expressao sincronizada de diversos
mecanismos de defesa, culminando com a inducao de resisténcia. Este fenomeno
caracteriza-se pela transformacao de uma relagdo compativel entre a planta e o
patogénio, em que ocorre a doenca, numa relacdo incompativel. Os compostos
produzidos pelas plantas, no decorrer do processo de infec¢do, sao fundamentais
na resisténcia ao organismo invasor e a sobrevivéncia da planta (Margis-Pinheiro
et al., 1999).

De acordo com Taiz e Zeiger (2002), estas defesas protegem as plantas de tal
forma que podem levar a morte as células préximas do local onde ocorreu a

infeccéo ou até conduzir a auto-destruicéo de toda a planta.
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6. Material e Métodos

6.1 Material vegetal

Neste estudo foram usadas plantas com 2 anos de castanheiros hibridos (C.
crenata x C. sativa), pertencentes a uma coleccao de clones resistentes a doenca
da tinta, do Centro Nacional de Sementes Florestais de Amarante (CENSEF),
bem como plantas de castanheiro europeu (C. sativa), a cultivar Judia e o clone
com resisténcia COLUTAD, provenientes dos viveiros da UTAD. Os hibridos
FBRO eram oriundos de Bromela e os hibridos FSRD de Serradela, dai as
designacdes atribuidas. As plantas foram previamente envasadas em vasos de 15
litros contendo uma mistura de turfa e casca de pinheiro (2:1), tendo havido o
cuidado de assegurar as regas em volume e frequéncia adequadas, a fim de
garantir que as plantas nao sofressem quaisquer sintomas de stress hidrico.

Foram comparados os clones hibridos: FBRO 057, FBRO 224, FSRD 079,
provenientes do CENSEF; Ca90 produzido no INRA, conhecido pelo seu elevado
grau de resisténcia a Phytophthora cinnamomi; COLUTAD, que é um clone com
elevado grau de dominancia em C. sativa; S12 (C. sativa) e plantas da variedade
Judia (C. sativa) enxertadas em porta-enxertos produzidos a partir de sementes

de C. sativa.

Cada lote era constituido por 6 plantas, tendo-se separado um grupo de 4 plantas

para inoculagéo, ficando as restantes a funcionar como controlo.

Antes de se proceder a inoculacao, retiraram-se cerca de 4 folhas de cada uma
das plantas pertencentes aos diferentes lotes, as quais foram guardadas a
temperatura de -20 °C, para mais tarde serem utilizadas nos diferentes ensaios.

6.1.1 Inoculacao com Phytophthora cinnamomi

A inoculacdo por ferida em plantas intactas foi a metodologia adoptada na
primeira parte do trabalho experimental. Como indculo foi utilizado o micélio do
oomiceta Phytophthora cinnamomi (Figura 11) obtido por crescimento em PDA

(Potate Dextrose Agar), durante cinco dias na micoteca da Proteccdo de Plantas
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da UTAD. O isolamento UTAD n? 107 foi identificado como Phytophthora
cinnamomi pelo IMI (International Mycologycal Institute — Surrey, RU) recebendo o
nuamero de codigo 340340.

Figura 11 — Micélio do oomiceta Phytophthora cinnamomi.

A inoculagao sélida com Phytophthora cinnamomi foi realizada ao fim da tarde,
em Junho de 2005, no local onde as plantas se encontravam distribuidas (Figura
12), em 4 plantas de cada uma das populagcdes em estudo. Nas plantas controlo
foi utilizada a mesma metodologia, a excepcdo da administracdo de PDA
contendo micélio de Phytophthora cinnamomi.

>

Figura 12 — Local onde as plantas se encontravam distribuidas.

Antes de se proceder a inoculacdo sélida, seleccionou-se uma zona do caule,
livre de ramificag6es, que foi desinfectada com alcool etilico para, posteriormente,
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ser sujeita a incisdo (Figura 13-A). A incisdo em “T” realizou-se com o auxilio de
um bisturi (Figura 13-B) e, posteriormente, com a ajuda de uma pinga, colocou-se
um pedago de micélio de Phytophthora cinnamomi, entre a casca e o tecido
cambial (Figura 13-C), sendo idéntica a quantidade de micélio administrada a

cada planta.

Finalmente, e de forma a proporcionar um ambiente humido favoravel ao
desenvolvimento da Phytophthora cinnamomi, a zona da ferida foi coberta com
algoddo humedecido em &gua destilada o qual, por sua vez, foi revestido com
uma pelicula de parafilme (Figura 13-D), tendo ficado uma zona a descoberto, de
forma a facilitar o humedecimento da zona de inocula¢ao, no decurso do periodo
de incubacao.

Figura 13 — Etapas realizadas no decorrer da inoculagdo soélida: A — desinfecgdo, com &lcool
etilico, de uma zona do caule livre de ramificagbes; B - incisdo em “T” com o auxilio de um bisturi;
C — introducdo de um pedago de micélio de Phytophthora cinnamomi, entre a casca e o tecido
cambial e D - cobertura da zona da ferida com algodao humedecido em agua destilada o qual, por
sua vez, foi revestido com uma pelicula de parafiime.
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Decorridos 7 dias, e de forma a garantir a infecgdo por Phytophthora cinnamomi,
procedeu-se a uma nova inoculagao, desta vez no estado liquido, proporcionando

um mecanismo mais semelhante ao que ocorre na natureza.

No que concerne a inoculagao liquida, esta realizou-se em diferentes zonas do
solo do vaso onde se encontravam as diferentes plantas. Procedeu-se a abertura
de quatro buracos no solo (Figura 14-A) onde foi introduzida, com o auxilio de um
funil, uma solugdo com micélio de Phytophthora cinnamomi (Figura 14-B).
Seguidamente, os buracos onde foi introduzida a solucao foram cobertos com
solo e, por ultimo, procedeu-se a rega dos vasos, de forma a facilitar a difusao da

Phytophthora cinnamomi.

Figura 14 — Etapas realizadas no decorrer da inoculagao liquida: A — abertura dos buracos no solo
dos vasos; B — introdug&o, no solo do vaso, da solugdo com micélio de Phytophthora cinnamomi.

Decorridos 42 dias apds a inoculagédo, procedeu-se a uma nova recolha de
tecidos foliares, um numero médio de 4 folhas de cada planta, as quais foram
guardadas a temperatura de -20°C. As amostras obtidas nesta recolha,
juntamente com as recolhidas no dia em que se procedeu a inoculagdo foram
utilizadas nos seguintes ensaios: doseamento da proteina total, doseamento dos
acucares totais, doseamento dos acucares redutores, doseamento dos fendis
totais, doseamento das proantocianidinas e doseamento da clorofila total. Em
todos os ensaios foram utilizados duplicados e, nalguns casos, trabalhou-se com

triplicados.
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6.2 Analises Bioquimicas

6.2.1 Metodologia para o doseamento da proteina total

Num almofariz foram macerados 0,2 g de amostras de folhas (tecido fresco) com
azoto liquido, até a obtencado de um pé muito fino, ao qual foram adicionados 5 ml
de tampao fosfato 10 mM (pH 6). Estas suspensdes foram transferidas para tubos
de centrifuga e foram centrifugadas (12000 rpm, durante 30 minutos, a
temperatura de 4°C). Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para
outro tubo, com o auxilio de pipetas de “Pasteur”.

Foram transferidos 50 ul de cada uma das amostras para um tubo de ensaio, aos
quais se adicionaram 150 ul de agua. Seguidamente, foram adicionados 800 pl de
reagente de Bradford concentrado e agitou-se vigorosamente em vértice.
Aguardaram-se 5 minutos e procedeu-se a leitura da absorvancia a 595 nm, num
espectofotémetro UV/VIS da marca Spectronic. Os resultados obtidos foram
expressos mg proteina/g peso fresco, tendo a albumina de soro bovino como
proteina padrao (Bradford, 1976).

6.2.2 Metodologia para o doseamento dos acucares totais

Num almofariz foram macerados 0,2 g de amostras de folhas (tecido fresco) com
azoto liquido, até a obtencado de um pé muito fino, ao qual foram adicionados 5 ml
de tampao fosfato 10 mM (pH 6). Estas suspensdes foram transferidas para tubos
de centrifuga, onde foram centrifugadas (12000 rpm, durante 30 minutos a
temperatura de 4°C). O sobrenadante foi transferido para outro tubo, com o auxilio
de uma pipeta de “Pasteur”.

Posteriormente, foram transferidos para um tubo de ensaio: 25 ul de amostra; 200
ul de fenol e 1000 pl de H.SO4. Aguardaram-se 10 minutos e, de seguida,
levaram-se as amostras ao vortex para homogeneizar. Aguardaram-se mais 10
minutos e procedeu-se a leitura da absorvancia das amostras, a 540 nm, num

espectofotdémetro UV/VIS da marca Spectronic.
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Os resultados obtidos foram expressos em mg agucar/g peso fresco, tendo sido
realizada uma curva padrao com glicose (Dubois et al., 1956).

6.2.3 Metodologia para o doseamento dos acucares redutores

Num almofariz foram macerados 0,2 g de amostras de folhas (tecido fresco) com
azoto liquido até a obtengcdo de um p6 muito fino, ao qual foram adicionados 10
ml de tampéao fosfato 10 mM (pH 6). Estas suspensdes foram transferidas para
tubos de centrifuga, onde foram centrifugadas (12000 rpm, durante 30 minutos, a
temperatura de 4°C). Com uma pipeta de “Pasteur”, o sobrenadante foi transferido
para outro tubo. Seguidamente, transferiram-se 400 ul de amostra para um tubo
de ensaio contendo 500 ul de reagente de DNS (preparado com 5g de &cido 3,5-
dinitrosalicilico em 10 ml de NaOH 2N e 250 ml de agua destilada, aos quais se
adicionaram 150 g de sal de la Rochelle, perfez-se o volume de 500 ml com agua
destilada e guardou-se num frasco escuro).

Os tubos foram aquecidos em banho-maria (100 °C), durante 5 minutos. Depois
de arrefecidos até a temperatura ambiente, foram-lhe adicionados 5 ml de agua

destilada.

A absorvancia foi lida a 540 nm, num espectofotometro UV/VIS da marca
Spectronic, e os resultados expressos em mg de glucose/g de peso fresco, tendo
sido realizada uma curva padrao com glicose (Dubois et al., 1956).

6.2.4 Metodologia para o doseamento dos fendis totais

O método utilizado para a extraccao dos fendis totais foi o descrito por Swain e
Hills (1959), com algumas alteragées. Num almofariz foram macerados 0,2 g de
amostras de folhas (tecido fresco) com azoto liquido até a obtencdo de um p6
muito fino, ao qual foram adicionados 10 ml de solugdo MeOH/H,O. As amostras
foram transferidas para tubos de ensaio rolhados e levadas ao digestor a
temperatura de 80°C, durante 45 minutos, para extrair os fendis.

Seguidamente, os tubos foram centrifugados a 8000 rpm, durante 30 minutos e
guardaram-se os respectivos sobrenadantes.
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Na determinacao da concentracéo de fendis totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteau (Marigo, 1973; Slinkard e Singleton, 1977; Scalbert et al., 1989). O
reagente de Folin-Ciocalteau apds reac¢cao com os fendis forma um complexo de

cor azul em meio basico.

Foram preparadas solugbes padrdao de 4&cido galico com concentragdes
compreendidas entre 0 e 150 mg/L.

Em cada tubo de ensaio, a 500 pl de amostra foram adicionados 6 ml de agua e 1
ml de reagente de Folin-Ciocalteau. Ap6s 30 minutos (as escuras) adicionaram-se
2 ml de Na,CO3z a 20% (m/v), para estabilizacao da cor. Esta solugdo repousou 30
minutos, a 20°C, seguindo-se a determinagdo da absorvancia a 750 nm, num
espectofotémetro UV/VIS da marca Spectronic. Os resultados foram expressos
em mg de fendis totais/g peso fresco.

6.2.5 Metodologia para o doseamento das Proantocianidinas

Pesaram-se 0,2 g de folhas (tecido fresco), que foram colocadas em tubos de
ensaio. Posteriormente, adicionaram-se 500 pl de acetona a 70%, 3 ml de
butanol/HCI e 100 pl de solugdo de Fe lll. Os tubos foram rolhados e colocados
no digestor, durante 60 minutos, a temperatura de 95°C.

Foi realizada uma curva padrao como uma amostra de cloreto de cianidina. A
absorvancia foi lida a 550 nm, num espectofotometro UV/VIS da marca Spectronic
e os resultados foram expressos em mg de proantocianidina/g peso fresco (Porter
et al., 1986).

6.2.6 Metodologia para o doseamento da clorofila total

Num almofariz foram macerados 0,2 g de amostras de folhas (tecido fresco) com
azoto liquido até a obtencdo de um p6 muito fino, ao qual foram adicionados 10
ml de acetona 80% (4°C). Durante todo o procedimento as amostras foram

protegidas da accao da luz.
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As amostras foram filtradas em papel de filtro Whatman n.%1, sendo o volume
completado para 15 ml com acetona (80%). Determinou-se a absorvancia das
amostras a 663 e 645 nm, num espectofotdmetro UV/VIS da marca Spectronic,
sendo o conteudo de clorofila total de cada amostra expresso em mg de clorofila/g
de peso fresco (Arnon, 1949; Hammerschmidt e Nicholson, 1977).
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7. Resultados e discussao

7.1 Conteudo de proteina total

A andlise do conteudo em proteina existente em folhas de castanheiro, recolhidas
em diferentes clones, no dia em que se procedeu a inoculagdo, evidenciou
algumas diferencas entre estes. Em todos os clones, a excepg¢ao do S12, a
variabilidade é grande, chegando mesmo a ser significativa. No entanto, estes
clones nao apresentaram respostas semelhantes a inoculagcéo decorridos 42 dias
do inicio do ensaio (Figura 15).

O COLUTAD apresentou um elevado incremento no conteddo em proteina
(Figura 15 b), tanto nas plantas inoculadas (36%) como nas nao inoculadas
(65%), ndo nos permitindo, por isso, atribuir este aumento de sintese proteica a

uma resposta a P. cinnamomi.

No caso do clone Ca90, ao fim dos 42 dias, apenas as plantas ndo inoculadas
apresentaram valores médios de proteina significativamente elevados (98%),
quando comparados com os valores obtidos para as plantas no dia zero, pelo que
os resultados ndo poderdo ser justificados pela infeccdo provocada por P.

cinnamomi.

O padrao e a variagdo observada para o clone FSRD 079 foi semelhante ao
obtido para o COLUTAD, tendo-se verificado um aumento para as plantas
inoculadas (168%) e nao inoculadas (52%) ao fim dos 42 dias de ensaio,
comparativamente com o dia zero. Neste caso, como a planta inoculada
apresenta um aumento muito significativo, este podera ser atribuido a presenca

de P. cinnamomi.

O clone FBRO 224 também apresentou um aumento significativo no conteudo de
proteina total para as plantas ndo inoculadas (166%) e inoculadas (84%),
decorridos os 42 dias do ensaio. Porém, nao se registaram diferencas
significativas resultantes da inoculagéo.

O clone S12 apresentou, ao fim dos 42 dias, um aumento significativo no
conteudo em proteina para as plantas inoculadas (27%) e nao inoculadas (33%).

No entanto, entre os dois grupos de plantas (inoculadas e nao inoculadas) nao
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houve diferencas significativas, pelo que nao podemos atribuir estes resultados a

presenca de P. cinnamomi.
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Figura 15 — Em a) apresenta-se o conteldo de proteinas totais em clones de castanheiro
inoculados experimentalmente com Phytophthora cinnamomi. As amostras foliares para a analise
foram recolhidas no dia em que se procedeu a inoculagdo e 42 dias ap6s a mesma. Em b)
expressa-se a variagdo media percentual no conteldo de proteinas totais observada nos tecidos
foliares de plantas experimentalmente inoculadas com Phytophthora cinnamomi, decorridos 42
dias do inicio do ensaio. Os valores apresentados sdo a média de trés ensaios independentes.
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Decorridos 42 dias do inicio do ensaio, as plantas ndo inoculadas pertencentes ao
clone FBRO 057 evidenciaram uma diminuicao significativa de 35% nos teores de
proteina, enquanto que as plantas inoculadas mostraram um pequeno aumento,
comparativamente com os valores inicialmente registados. No fim do ensaio,
analisando ambas as plantas (inoculadas e n&o inoculadas), verificamos
diferencas bastante significativas, facto que podera ser atribuido a uma eventual

resposta a infeccéao por P. cinnamomi.

Relativamente ao clone Judia, que funcionou como controlo visto ser susceptivel
a P. cinnamomi, 42 dias apds o inicio do ensaio, ndo foram notadas diferencas
significativas no conteudo proteico de ambas as plantas. Assim, serd admissivel
que o mecanismo de resisténcia a P. cinnamomi possa estar associado a uma
resposta ao nivel proteico, pois este clone foi 0 Unico cujo conteldo em proteina

total ndo apresentou qualquer alteracao significativa pela inoculacao.

Alguns dos mecanismos de defesa das plantas envolvem a producéo de algumas
proteinas como sejam as peroxidases, quitinases entre outras. De acordo com
Bach (1997), a enzima $-1,3 glucanase € uma das proteinas PR (proteinas
relacionadas com a resisténcia) consideradas como parte integrante do
mecanismo de inducdo de resisténcia em diferentes espécies de plantas e
patogénios. Isto deve-se ao facto de a §-1,3 glucanase ser uma enzima capaz de
hidrolisar as glucanas presentes na parede celular dos fungos, sendo libertada
das células do hospedeiro para os espacos intercelulares durante a patogénese,
impedindo, desta forma, o desenvolvimento dos fungos.

Com base nos resultados obtidos, ndo nos parece que o mecanismo pelo qual
alguns destes clones apresentam resisténcia a doenca da tinta esteja dependente
de um estimulo significativo na sintese de uma qualquer proteina. No entanto, néo
poderemos excluir a possibilidade de as diferencas de susceptibilidade a doenca
estarem relacionadas com a presenca de alguma via metabdlica ja existente e
que, por isso, ndo necessitara de ser estimulada para conferir resisténcia contra a

P. cinnamomi.

Relativamente ao conteddo em proteina, ndo podemos também esquecer que
uma qualquer alteracdo no conteudo proteico ndo poderia ser de imediato
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atribuida a uma resposta da planta, devendo ser analisada a possibilidade desse
aumento ser o resultado da proliferagdo da P. cinnamomi, conduzindo ao
aumento de proteina. Analises mais detalhadas, como a andlise qualitativa de
aminoacidos, poderiam realizadas para a compreensdao do significado desse

aumento.

7.2 Conteudo de acucares redutores

A andlise do conteudo de acgucares redutores existentes em folhas de
castanheiro, no dia zero, evidenciou que as plantas pertencentes ao lote
“inoculadas” de todos os clones apresentaram maior conteldo em acgucares
redutores que as plantas pertencentes ao lote “ndo inoculadas”, no entanto, esta
diferenca apenas € estatisticamente significativa para o clone S12 e COLUTAD
(Figura 16).

Decorridos 42 dias apés a inoculacao, podemos observar um padrao de variagao
semelhante para todos os clones, isto €, uma diminuicdo, a excepc¢ao do clone
COLUTAD que evidenciou um aumento neste conteudo.

Ao fim dos 42 dias, verificou-se uma diminuicdo significativa no conteudo de
acucares redutores nas plantas inoculadas pertencentes aos clones FBRO 224
(50%), FBRO 057 (44%), FSRD 079 (34%), Ca90 (72%), S12 (66%) e Judia
(55%). As plantas ndo inoculadas pertencentes aos mesmos clones também
apresentaram o mesmo padrdo de variacdo, ou seja, uma diminuicdo de 21%,
52%, 49%, 70%, 52% e 52% para os clones FBRO 224, FBRO 057, FSRD 079,
Ca90, S12 e Judia, respectivamente. As plantas nao inoculadas pertencentes ao
clone FBRO 224 também evidenciaram uma diminuicdo de 21% no contetudo de
acucares redutores, no entanto esta diminuicdo nao foi estatisticamente

significativa.

Contrariamente, o clone COLUTAD, 42 dias apds a inoculagcédo, apresentou um
incremento no conteludo de acucares redutores, quer nas plantas inoculadas
(13%) quer nas nao inoculadas (49%).
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Figura 16 — Em a) apresenta-se o conteudo de aguUcares redutores em clones de castanheiro
inoculados experimentalmente com Phytophthora cinnamomi. As amostras foliares para a analise
foram recolhidas no dia em que se procedeu a inoculagdo e 42 dias ap6s a mesma. Em b)
expressa-se a variagdo média percentual no conteldo de aguUcares redutores observada nos
tecidos foliares de plantas experimentalmente inoculadas com Phytophthora cinnamomi, 42 dias
apods a inoculagao. Os valores apresentados sdo a média de trés ensaios independentes.
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7.3 Conteudo de acucares totais

A andlise do conteudo de agucares totais presentes em folhas de castanheiro, no
dia zero, evidenciou algumas diferencas entre os clones, no entanto, estas
revelaram-se estatisticamente significativas apenas para as plantas pertencentes
aos clones FBRO 224 e S12 (Figura 17).

O clone FBRO 224, 42 dias ap6s a inoculagdo, apresentou um aumento
significativo no conteldo de acucares totais tanto nas plantas inoculadas (41%)
como nas nao inoculadas (39%), pelo que ndo podemos atribuir este aumento a

presenca de P. cinnamomi.

O clone FBRO 057 também revelou um aumento no teor de acucares para ambas
as plantas ao fim dos 42 dias. No entanto, apenas para a planta inoculada esse
aumento foi estatisticamente significativo (72%), facto que podera ser atribuido a

presenca de P. cinnamomi.

A presenca do patogénio terd também influenciado o metabolismo do clone
COLUTAD uma vez que, 42 dias ap6s a infeccado, este também mostrou um
aumento significativo destes compostos para as plantas inoculadas (68%),
enquanto que as plantas nao inoculadas evidenciaram uma significativa

diminuicao (34%) no teor de acucares totais.

O padrao e variagao observados para o clone FSRD 079 foi semelhante ao
observado para o COLUTAD, ou seja, as plantas inoculadas evidenciaram um
aumento significativo (34%) no conteddo de acucares totais, enquanto que as
plantas ndo inoculadas apresentaram uma diminuicdo neste conteudo que, no
entanto, ndo foi significativa. Assim, podemos afirmar que os resultados teréo sido

influenciados pela presenca de P. cinnamom.

Relativamente ao clone Ca90, ao fim dos 42 dias, foi registado um aumento de
9% no teor de agUcares totais para as plantas ndo inoculadas e uma diminuicéo
de 6% no mesmo conteudo, para as plantas inoculadas. No entanto, a diferenca

nao é estatisticamente significativa.
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Figura 17 — Em a) apresenta-se o conteldo de aglcares totais em clones de castanheiro
inoculados experimentalmente com Phytophthora cinnamomi. As amostras foliares para a analise
foram recolhidas no dia em que se procedeu a inoculagdo e 42 dias ap6s a mesma. Em b)
expressa-se a variagdo média percentual no conteido de aglcares totais observada nos tecidos
foliares de plantas experimentalmente inoculadas com Phytophthora cinnamomi, 42 dias apos a
inoculacdo. Os valores apresentados sao a média de trés ensaios independentes.

Os resultados obtidos para os clones S12 e Judia foram distintos dos observados
para os restantes. Relativamente ao S12, no dia zero, as plantas apresentavam
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diferenca significativa no conteudo de acucares totais e, 42 dias apds a
inoculacao, verificou-se uma diminuicdo de 32% para as plantas inoculadas e
uma diminuicdo de 42% para as nao inoculadas, sendo ambas as variagdes no
contetdo de agucares totais bastante significativas. Uma diminuigéao significativa
também se verificou ao fim dos 42 dias para o clone Judia, apresentando as
plantas inoculadas uma diminuicdo de 38% € as ndo inoculadas uma diminuicdo
de 26% no conteudo de agucares totais, tendo como comparagdo os teores
obtidos no dia zero. No entanto, o decréscimo no conteddo de acgUcares totais,
evidenciado pelas plantas pertencentes ao clones S12 e Judia, ndo podera ser
atribuido a presenca do patogénio, uma vez que ambas as plantas (inoculadas e
nao inoculadas) nao apresentaram variacao significativa entre elas, no final do

ensaio.

Os resultados obtidos nos aclUcares totais e aclUcares redutores estardo
certamente relacionados com a acgdo da P. cinnamomi na bioenergética da
planta (capacidade fotossintética), visto que a fixagdo de carbono e a sintese de
acucares estdo relacionados com a fotossintese. Dos resultados que temos
disponiveis para o efeito da infeccdo pela P. cinnamomi na eficiéncia
fotossintética ndo nos €, no entanto, possivel compreender o padrao relacional

entre o efeito da inoculagdo na fotossintese e na sintese de agucares.

Estudos realizados com as mesmas plantas demonstram que o0s clones
COLUTAD, FBRO 057, FBRO 224, FSRD 079 e o S12 apresentaram um estimulo
(respectivamente 11, 18, 35, 13 e 11 %) na fotossintese, como resultado da
inoculagcdo. Para o clone Ca90 foi observada uma diminuicdo de 1% na taxa
fotossintética e a Judia (planta susceptivel) apresentou um decréscimo (19%)

significativo resultante da inoculagdo com a P. cinnamomi (Dinis, 2006).

Os clones COLUTAD, FBRO 057, e FRSD 079 apresentam uma relagéo positiva
entre o estimulo da fotossintese e 0 aumento no conteddo em agucares totais. O
clone Ca90 que, como referimos, evidenciou uma diminuicdo de 1% na taxa
fotossintética apresentou também um ligeiro decréscimo no contetdo de acucares
totais. No caso do clone Judia, a diminuicdo observada na fotossintese reflectiu-
se também no conteldo em acgucares totais. No caso dos clones FBRO 224 e
S12, apesar de se ter observado um aumento na fotossintese como resultado da
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inoculacdo, o conteudo em acucares sofreu uma inibicdo maior devido a
inoculacdo. Para o clone S12 verificou-se uma diminuicdo no teor de agucares
totais, enquanto que para o FBRO 224 o aumento observado nao foi de modo

algum proporcional ao aumento da fotossintese.

7.4 Conteudo de fendis totais

A analise do conteudo em fendis totais existente em folhas de castanheiro, no dia
zero, evidenciou variagbes significativas para todos os clones, a excepcéao dos
clones COLUTAD e Judia (Figura 18 a)).

Decorridos 42 dias apdés a inoculacdo com P. cinnamomi, verificou-se um
aumento do conteudo fendlico em todas as plantas, a excepcao das plantas nao
inoculadas pertencentes ao clone S12, que ndo sofreram qualquer variacao. No

entanto, os aumentos verificados nao foram significativos para todas as plantas.

As plantas pertencentes aos clones FBRO 224 e FBRO 057 evidenciaram um
padrdo de variacdo semelhante, ou seja, nas plantas ndo inoculadas registou-se
um aumento significativo no teor de fendis totais (91% para o clone FBRO 224 e
67% para o clone FBRO 057) enquanto que nas plantas inoculadas as variacdes
nao foram significativas (Figura 18 b)). Assim, no caso dos referidos clones, as

variagdes ocorridas ndo poderao ser atribuidas a presenca de P. cinnamomi.

As plantas pertencentes aos clones COLUTAD e Ca90 apresentaram uma
variacdo semelhante entre elas, 42 dias apds a inoculacdo. Apesar do conteudo
em fendis ter aumentado tanto nas plantas ndo inoculadas como nas inoculadas,
pertencentes a ambos os clones, este aumento ndo se revelou significativo para
nenhuma das plantas, pelo que nao podera ser atribuida a presenca de P.

cinnamomi a variagao ocorrida.

As plantas pertencentes ao clone FSRD 079, 42 dias apds a inoculagao,
evidenciaram um aumento significativo no teor de fenbis. No entanto, este
aumento foi mais elevado no caso das plantas ndo inoculadas (96%) do que nas
plantas inoculadas (22%). Pelo exposto, ndo podemos atribuir este aumento a
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presenca de P. cinnamomi, uma vez que as plantas n&do inoculadas evidenciaram

uma maior sintese de fendis.
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Figura 18 — Em a) apresenta-se o conteudo de fendis totais em clones de castanheiro inoculados
experimentalmente com Phytophthora cinnamomi. As amostras foliares para a andlise foram
recolhidas no dia em que se procedeu a inoculacdo e 42 dias apds a mesma. Em b) expressa-se a
variagdo media percentual no conteudo de fendis totais observada nos tecidos foliares de plantas
experimentalmente inoculadas com Phytophthora cinnamomi, 42 dias ap6s a inoculacdo. Os
valores apresentados sdo a média de trés ensaios independentes.
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As plantas pertencentes aos clones S12 e Judia apresentaram variagoes
diferentes, que poderdo ser atribuidas a presenca da P. cinnamomi. Assim, as
plantas inoculadas pertencentes ao clone S12 aumentaram significativamente o
teor em fendis totais (29%) enquanto que as plantas nao inoculadas nao sofreram
qualquer variagdo. Relativamente ao clone Judia, as plantas inoculadas também

mostraram um aumento significativo de 54%.

Os compostos fendlicos, sintetizados em vias metabdlicas secundarias de
plantas, possuem uma importancia fundamental no metabolismo vegetal (Strack,
1997). Harborne (1997) refere que os compostos fendlicos parecem exercer
importancia na protecgdo das plantas contra infecgbes microbianas. No entanto,
esta evidéncia podera ser circunstancial, pelo que se justifica a verificacdo

experimental.

Cahill et al., (1993) defendem que, tanto a lenhina como os compostos fendlicos
contribuem para a resisténcia, justificando-se pelo aumento dos niveis destes, em

plantas resistentes relativamente as plantas susceptiveis, ap6s inoculagéo.

Em estudos realizados em Quercus robur, verificou-se que a concentracao em
fendis totais foi mais elevada nas folhas das arvores resistentes a P. cinnamomi
do que nas susceptiveis (Scutareanu e Lingeman, 1994). Os mesmos autores
referem ainda que o conteudo de fendis totais das folhas esta directamente
relacionado com o conteudo de taninos, acidos orgéanicos, frutose e sacarose, e

com os niveis de potassio, calcio e magnésio existentes nos solos.

Estudos realizados em castanheiro revelam que o conteudo em fendis totais
assume o valor maximo em arvores resistentes e o valor minimo nas arvores
susceptiveis, 0 que leva a supor que o conteudo de fendis totais confere a planta

uma maior resisténcia ao ataque de P. cinnamomi (Anjos, 2004).

Os compostos de producdo induzida pela ac¢cao dos agentes patogénicos, por
ferida ou devido a condicbes ambientais desfavoraveis, sdo designadas de
fitoalexinas (Grayer e Harborne, 1994). Muitas das fitoalexinas que foram isoladas
e caracterizadas sao fenodis (Ricardo, 1993). Existem evidéncias de que as
fitoalexinas, os antibidticos e os produtos de mecanismos de biossintese
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secundarios estdo envolvidos na resisténcia de muitas espécies ao género
Phytophthora spp (Keen e Yoshikawa, 1983; Erwin e Ribeiro, 1996).

O aumento de alguns metabolitos secundarios que apresentam uma accao directa
nos fitopatogénios ou promovem alteragdes estruturais nos tecidos adjacentes ao
local de infeccédo, podem impedir a propagacéo e proliferacao desse agente. Este
ultimo, foi observado em alguns dos castanheiros inoculados com P. cinnamomi,
verificando-se uma lenhificacdo resultante de um aporte intenso de compostos
fendlicos e respectiva deposicao nessa regiao (Figura 19).

Pl i)
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Figura 19 — Compartimentagédo visivel em planta resistente (A) e compartimentagao
inexistente em planta susceptivel (B).

Os resultados obtidos neste estudo ndo vao directamente de encontro com os
referenciados na bibliografia, uma vez que o maior incremento no teor de fendis
totais foi observado na planta susceptivel (Judia). No entanto, ha a referir que os
resultados foram obtidos em folhas, o que nao invalida que possa ter existido um
aporte destas substancias até a zona de infecgéo.

De salientar ainda que, no presente estudo, foram analisadas apenas alteragbes
quantitativas de fendis. Para uma melhor compreensao do comportamento destas
substancias em plantas infectadas por P. cinnamomi seria necessaria uma
avaliacao qualitativa destes compostos, quer por cromatografia em camada fina
(TLC) ou cromatografia liquida (HPLC).
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7.5 Conteudo de proantocianidinas

Os taninos sdao compostos fendlicos que ocorrem numa ampla variedade de
plantas, sendo este composto secundario considerado um dos meios de defesa
da planta contra fungos patogénicos, bactérias e virus (Takechi et al., 1985). Os
taninos podem ser classificados em taninos hidrolisaveis que, apds hidrélise,
produzem hidratos de carbono e &cidos fendlicos, e em taninos condensados ou
nao hidrolisaveis (Salunkhe et al., 1990). Estes ultimos, sdo também designados
de proantocianidinas e sao constituidos por unidades flavanol: flavan -3-ols
(catequina) ou flavan 3,4-diols (leucoantocianidina), estando presentes em maior
quantidade nos alimentos normalmente consumidos (Deshpande et al, 1996;
Salunkhe et al., 1990). As proantocianidinas podem conter entre 2 a 50 unidades
flavondides, possuem estrutura complexa, sédo resistentes a hidrolise, mas podem

ser soluveis, em solventes organicos ou aquosos, dependendo da sua estrutura.

Pela analise dos conteudos em proantocianidinas ao fim dos 42 dias, verificamos
que a inoculacdo ndo provocou uma alteracdo evidente em qualquer um dos
clones estudados. Porém, as plantas susceptiveis foram as que apresentaram a
menor variabilidade quer em fungédo da inoculagdo quer em funcédo do tempo de
inoculacao (Figura 20 a)).

Relativamente ao conteudo em proantocianidinas, podemos verificar uma
pequena diminuicdo nas plantas nao inoculadas, decorridos 42 dias do inicio do
ensaio (Figura 20 b)), nos clones Ca90 (3,67%) COLUTAD (1,71%), FSRD 079
(0,04%), S12 (3,5%) e Judia (0,69%). Um padrao de variacao semelhante foi
verificado para as plantas inoculadas pertencentes aos clones S12 (4,41%), Ca90
(1,61%), Judia (0,37%) e FBRO 057 (0,04%). Ja as plantas inoculadas
pertencentes aos clones COLUTAD e FBRO 224 apresentaram um aumento de
0,71% e 0,13%, respectivamente. Um aumento pouco significativo também foi
verificado nas plantas nao inoculadas pertencentes aos clones FBRO 224 (1,97%)
e FBRO 057 (0,8%).
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Figura 20 — Em a) apresenta-se o conteldo de proantocianidinas em clones de castanheiro
inoculados experimentalmente com Phytophthora cinnamomi. As amostras foliares para a analise
foram recolhidas no dia em que se procedeu a inoculagdo e 42 dias apds a mesma. Em b)
expressa-se a variagdo média percentual no contetdo de proantocianidinas observada nos tecidos
foliares de plantas experimentalmente inoculadas com Phytophthora cinnamomi, decorridos 42
dias do inicio do ensaio. Os valores apresentados sdo a média de trés ensaios independentes.
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7.6 Conteudo de clorofilas totais

A analise do teor em clorofilas existentes em folhas de castanheiro, no dia zero,
evidenciou, mais uma vez, que as plantas inoculadas e nao inoculadas de ambos
os clones apresentam algumas diferengas entre si, chegando estas diferencas a
ser significativas para os clones COLUTAD, Ca90 e Judia (Figura 21).

Observou-se, nos tecidos foliares das plantas inoculadas e nao inoculadas
pertencentes aos clones FBRO 224, FBRO 057, COLUTAD e FSRD 079, uma
reducdo significativa na quantidade de clorofila total, decorridos 42 dias apo6s a
inoculagdo. Assim, obtiveram-se valores de 53%, 49% 38% e 35%, para as
plantas inoculadas pertencentes aos clones COLUTAD, FSRD 079, FBRO 057 e
FBRO 224, respectivamente. Para plantas nao inoculadas obtiveram-se valores
de diminuicdo de 82%, 70%, 48% e 39% nos clones COLUTAD, FBRO 057,
FSRD 079 e FBRO 224, respectivamente.

Os clones S12 e Judia apresentaram um padrao de variacdo semelhante entre
eles, ao fim dos 42 dias, podendo observar-se um aumento significativo no teor de
clorofilas no caso das plantas ndo inoculadas (150% para o clone S12 e 100%
para o clone Judia). As plantas inoculadas pertencentes a estes clones também
evidenciaram um aumento no referido teor, no entanto este nao foi
estatisticamente significativo para ambas. Relativamente as plantas nao
inoculadas pertencentes ao clone Ca90, evidenciaram uma diminuig&o ligeira ao
fim de 42 dias, enquanto que as inoculadas sofreram um aumento significativo de
38%.

Embora as alteragbes na taxa fotossintética nao tenham sido alvo deste estudo, a
reducdo observada nos niveis de clorofila total podera interferir no processo
fotossintético. Como ja foi referido, a inoculagdo com P. cinnamomi pode induzir
um acréscimo suplementar na taxa fotossintética das plantas tidas como

resistentes e uma diminuigdo nas plantas menos resistentes (Dinis et al., 2007).
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Figura 21 — Em a) apresenta-se o conteudo de clorofilas totais em clones de castanheiro
inoculados experimentalmente com Phytophthora cinnamomi. As amostras foliares para a analise
foram recolhidas no dia em que se procedeu a inoculagdo e 42 dias ap6s a mesma. Em b)
expressa-se a variagdo média percentual no conteldo de clorofilas totais observada nos tecidos
foliares de plantas experimentalmente inoculadas com Phytophthora cinnamomi, 42 dias apos a
inoculacdo. Os valores apresentados sao a média de trés ensaios independentes.

Este aumento observado na taxa fotossintética podera, aparentemente, parecer
contraditério com a diminuicdo dos teores de clorofila observados. Na realidade,

a diminuicao das clorofilas acontece como parte de uma estratégia de adaptacao
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das plantas a condi¢gdes de maior radiacao, tornando as plantas mais eficientes
em condi¢cdes de sol, isto é, transformando-as em plantas de sol. Nestas,
observa-se um incremento da razao cla/clb (Dinis, 2006), e um aumento do

potencial fotossintético para situagdes de maior irradiancia foténica.

Contudo, outra interpretagcdo pode ser dada aos resultados, ou seja, se a
diminuicdo do teor de clorofila total for muito elevada podera provocar fortes

limitacdes na taxa fotossintética, como os resultados aqui apresentados sugerem.
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8. Conclusoes

A analise de diversos parametros bioquimicos permitiu perceber que os diferentes
clones de castanheiro apresentam, logo a partida, uma variabilidade significativa
em alguns dos metabolitos primarios e secundarios, resultado das proéprias
diferencas genéticas das referidas plantas, que podera ser explicada pela elevada
probabilidade dos hibridos terem sido obtidos a partir de progenitores diferentes.

Algumas das alteracdes observadas nas plantas sdo resultado de modificagdes
no seu metabolismo, pela variagdo na concentracdo de alguns metabolitos
celulares ou pela producéao de outros que estejam relacionados com a inducao de
resisténcia, como por exemplo proteinas PR (proteinas relacionadas com a
patogénese), fendis, fitoalexinas, entre outros (Fry, 1996; Kuc, 1993 e 2001;
Benhamou, 1996).

Com base nos resultados obtidos ndo nos é possivel apontar uma diferenga
metabdlica que permita justificar as diferencas de resisténcia dos diferentes
clones a P. cinnamomi. Como j& foi referido, nalguns casos a variabilidade dos
resultados foi elevada o que justificaria a realizagcdo de um ensaio com uma
amostragem de plantas superior.

O facto da inoculacao ter sido realizada no caule e nas raizes podera também
justificar que, embora as folhas sejam 6rgaos metabolicamente muito activos, nao
se registem grandes diferencas, uma vez que qualquer composto mesmo que
sintetizado na folha pode ser rapidamente transportado para a regiao onde
ocorreu a infeccdo. Assim, seria interessante a realizacdo de um estudo
semelhante em que as andlises fossem realizadas nos locais de infecgdo da

planta.
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