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DOENCA DA TINTA DO CASTANHEIRO
AVALIACAO DA RESISTENCIA A

Phytophthora cinnamomi Rands

Maria Eugénia Madureira Gouveia

(Sob a orientag@o do Prof. Associado Carlos Gomes Abreu)

RESUMO

E apresentada uma nova metodologia de avaliacio da resisténcia do castanheiro
a Phytophthora cinnamomi, fungo mais frequentemente associado a doenga da tinta.
Envolve a inoculagio de micélio de P. cinnamomi em ramos destacados de castanheiro,
quando os langamentos apresentamn 30-40cm de crescimento e a incubagdo em condigdes
adequadas de temperatura ¢ humidade a que se segue a avaliagdo da dimensdo da leséo.
Esta metodologia permite avaliar a resisténcia de drvores adultas, testar elevadas
quantidades de material vegetal num perfodo de tempo relativamente curto, € ficil de
realizar e torna mais objectivos os critérios de seleccdo de material resistente.

Estudou-se, ainda, com base em critérios morfolégicos e bioquimicos diferentes
isolamentos de Phytophthora. A dificuldade em obter todos os caracteres morfolégicos
necessdrios para a identificagdo das espécies de Phyrophthora, foi superada neste estudo,
pela andlise dos perfis proteicos e enzimdticos do extracto micelial em gel de acrilamida.
A uniformidade dos perfis obtidos permitiu concluir que a electroforese de proteinas
constitui um critério valido na identifica¢do de P. cinnamomi.

Como a avaliagdo da resisténcia deve assentar no conhecimento do processo
epidemiolégico € nas caracteristicas bioldgicas do parasita e do seu hospedeiro,
apresentam-se ainda, com base numa revisio bibliogrdfica, os métodos de deteccio e
isolamento, o processo de patogénese e a epidemiologia dos agentes patogénicos
associados a doenga da tinta, assim como dos meios de luta a implementar nos viveiros e
nos soutos jd constituidos.

Palavras chave: doenca da tinta do castanheiro; Phytophthora cinnamomi; melhoramento

do castanheiro; avalia¢do da resisténcia.
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ABSTRACT

This work reports a new inoculation method for assessing resistance of
chestnuts to Phytophthora cinnamomi, the ink disease fungus. Micelium was inoculated
in excised chestnut stems, when plant annual growth was approximately 30—40cm long.
Stems were incubated in suitable temperature and humidity conditions and the lesion
extension was measured. This method allows the assessment of mature trees resistance
and a quick testing of large amounts of plants. Besides, it is easy to undertake and makes
the selection criteria more objective.

Based on morphological and biochemical criteria, differents isolates of
Phytophthora were studied as well. Difficulties in obtaining all the morphological
characters to identify the species of Phytophthora were overcome by the analysis of
proteic and enzymatic profiles of micelial proteins on acrylamide gel electrophoresis.

Uniformity of proteic and enzimatic profiles, leads us to conclude that
electrophoresis is a valid criterion to identify P. cinnamomi.

Since the assessment of resistance must be based on knowledge of epidemiology
and on biological characteristics of both pathogen and host, the methodologies of
detection and isolation, the pathogenesis process and the epidemiology of pathogens
associated with ink-disease were analysed based on a literature review, as well as control
practices to be implemented in nurseries and chestnut groves.

Key words: chestnut ink disease; Phytophthora cinnamomi: breeding of

chestnut; assessing resistance.
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até ao aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro

quando inoculados com o isolamento IMI 3335 488 (5 repeti¢Ges/

Quadro 24 — Comparagao miiltipla das médias do nimero de horas desde a inoculagiio
até ao aparecimento dos primeiros sintomas dos 8§ clones de castanheiro

quando inoculados com o isolamento IMI 3335 492 (5 repetigOes/
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I - INTRODUCAO

A doenga da tinta € considerada pela generalidade dos autores como a principal
responsdvel pelo declinio dos soutos, embora muitas outras causas possam estar
envolvidas.

A esta doenga estdo associadas duas espécies do género Phyrophthora,
P. cambivora e P. cinnamomi, que de forma sistemdtica t€m atingido todas as regides
castaneicolas do pais € do mundo.

Em Portugal a doenga de tinta do castanheiro, presente desde os meados do
século passado, foi de tal forma devastadora que NATIVIDADE (1944) a expressou da
seguinte forma “Na verdade, aquilo que ontem ainda, no meado do século passado, foi
copiosa riqueza, ndo € hoje mais do que modesto remédio, e serd poeticamente amanhd,
uma saudade apenas”. Com base nessa andlise, NATIVIDADE (1944) elaborou o plano
“Bases para um Plano de Reconstitui¢do Valorizagdo e Defesa dos Soutos Portugueses”,
onde indicava o caminho a seguir para evitar o desaparecimento dos castanheiros em
Portugal.

Os estudos desenvolvidos no dominio de patologia do castanheiro, conduzidos
por LOPES PIMENTEL e COLUMBANO FERNANDES, contribuiram decisivamente para o
conhecimento dos agentes patogénicos associados a doenga da tinta e para o
desenvolvimento de meios de luta contra esta doenca, afinal, o objectivo tltimo dos
estudos de fitopatologia.

Todavia, e pese embora a implementacdo do Plano de Reconstitui¢do ¢ de todos
os esfor¢os de investigacdo no dominio da fitopatologia ¢ do melhoramento do
castanheiro em relagdo a estes fungos fitopatogénicos, a doenga da tinta continuou e
continua a exercer o seu efeito devastador. Como reflexo, a drea actual de ocupacdo do
castanheiro traduz o progressivo avango da doenga e a desmotivagdo dos agricultores em

investir na sua plantagao.

Hd, contudo actualmente, um renovado interesse pela cultura do castanheiro,
consequéncia de um conjunto de factores socio-econdémicos e ecoldgicos que indicam o
castanheiro como espécie de elei¢do para a “Terra fria” transmontana. Facto que se
evidencia no elevado niimero de projectos de investimento, ao abrigo dos programas de
apoio 2 agricultura e a plantacdo de espécies florestais pelos quais se prevé a instalagdo de
soutos e castingais em milhares de hectares.

Esta nova realidade, que constituird um caminho de valorizagdo futura da
agricultura transmontana, exige que os estudos no dominio da fitopatologia do

castanheiro prossigam e conduzam a um melhor conhecimento da biologia e



epidemiologia dos parasitas associados a doenga de tinta € das interacgdes que se

estabelecem entre o hospedeiro e esses parasitas.

Neste trabalho, apds uma breve andlise da importincia do castanheiro e da
doenga de tinta em Portugal (Capitulo II), caracterizam-se os agentes patogénicos
associados & doenca da tinta, sob o ponto de vista biolégico e epidemioldgico, com base
numa revisao bibliogréfica de que se seleccionaram os aspectos de maior interesse
fitopatoldgico (Capitulo III). Especial referéncia mereceram as técnicas de isolamento e de
identificagdo das espécies de Phytophthora, uma vez que a bibliografia é uninime em
considerar estas actividades, iniciais de qualquer estudo fitopatoldgico, de dificil
concretizagdo pratica.

Para limitar o desenvolvimento epidémico das doengas provocadas por
P. cinnamomi, parasita que ataca elevado niimero de plantas lenhosas e arbustivas, tém-
-se desenvolvido importantes meios de luta. No entanto, a solucdo deste grave problema
fitossanitdrio parece estar, ainda, longe e s6 o desenvolvimento de uma filosofia de
Protec¢d@o Integrada, que considere a globalidade do sistema e integre todos os meios de
luta, poderd indicar caminhos que conduzam a desejada solu¢do. Nesta perspectiva
analisaram-se, ainda no Capitulo III, os meios de luta a implementar nos viveiros de
castanheiros € nos soutos, tendo em considera¢do o desenvolvimento epidémico dos
parasitas e as caracteristicas bioldgicas do seu hospedeiro — o castanheiro.

Os meios de luta genéticos e o melhoramento do castanheiro, em relacdo a
doencga da tinta, base de partida deste trabalho, foram analisados no Capitulo IV ¢

prosseguiram de forma indirecta ou directa nos Capitulos V e VL.

Nos estudos da resisténcia das plantas s doengas, torna-se necessdrio
desenvolver metodologias que evidenciem claramente as relagdes que se estabelecem
entre o parasita e o hospedeiro e permitam diferenciar os diferentes gendtipos. Para
atingir estes objectivos € necessdrio identificar de forma precisa o parasita. Na doenga da
tinta esta identificagcdo apresenta alguma dificuldade, pois as duas espécies de
Phytophthora associadas a doenga possuem caracteristicas morfoldgicas muito préximas,
€ os critérios de separacdo das duas espécies sdo por vezes dificilmente objecuvdveis. H4,
ainda a acrescentar dificuldades de ordem prédtica para obter as diferentes estruturas
morfolégicas com valor taxonémico. No Capitulo V, apresenta-se o estudo de
identificacdo de diferentes isolamentos de Phytophthora, com base em critérios
morfolégicos e bioquimicos. Como primeiro critério avaliaram-se alguns caracteres
morfolégicos diferenciadores e como critério bioquimico, estudaram-se os perfis
proteicos e enzimdticos (esterases) das proteinas miceliais, por focagem isoeléctrica em
gel de acrilamida em aparelho PhastSystem Pharmacia. No dltimo capitulo, Capitulo VI,
estudou-se uma nova metodologia de avaliagdo da resisténcia do castanheiro em relagdo a

P. cinnamomi, com o objectivo de obter um método que permitisse testar elevadas
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quantidades de material vegetal, num periodo de tempo relativamente curto, expedito e

facil de realizar, tornando mais objectivos os critérios de selec¢do do material resistente.



II - O CASTANHEIRO E A DOENCA DA TINTA EM PORTUGAL

O castanheiro europeu, Castanea sativa Mill., € uma espécie de origem muito
antiga, situando-se o seu centro de dispersdo, na Europa Centro Meridional ( FENAROLI,
1945).

Apresenta grande variabilidade, devido as suas origens longinquas e & selecgio
natural operada pelas caracteristicas do clima e do solo onde se desenvolveu e ainda
devido a selec¢@o feita pelo homem que desde muito cedo o cultivou (BERGOUGNOQUX et
al., 1978).

Por ser uma espécie cultivada desde tempos remotos, a drea de distribuigdo
primitiva € dificil de estimar (BERGOUGNOUX et al., 1978; GOMES, 1982), aparecendo
desde a Europa Meridional 2 Asia Menor acompanhando de perto o paralelo 40° de
latitude Norte (MARQUES, 1988).

Em Portugal, o castanheiro aparece fundamentalmente a norte do paralelo 39°,
encontrando-se as maiores manchas em Trds-os-Montes e na Beira Alta
(MARQUES 1988).

Ainda, segundo o mesmo autor, o castanheiro exige uma temperatura média
anual de 8 a 14°C, com temperatura média do més mais frio superior a -1°C, temperatura
minima absoluta superior a -16°C e uma precipitagio média anual de 800 a 1600mm,
devendo a queda pluviométrica no periodo, Abril-Junho, ser superior a 25% do valor
total anual.

A doenca da tinta, considerada por muitos, como a principal causa da
degradacdo e desaparecimento dos soutos, terd surgido em Portugal por volta de 1838
junto das margens do rio Lima (FERNANDES, 1966). Nessa época, em Portugal, a causa
da morte dos castanheiros ndo era conhecida. A identificagdo dos organismos
responsdveis pela doenga ocorreu praticamente um século depois do aparecimento da
doenga, quando em 1941 MONIZ da MAIA isolou fungos de género Phytophthora de
tecidos infectados de castanheiro. PIMENTEL, em 1942, confirmou os isolamentos
identificando P. cinnamomi e P. cambivora de tecidos doentes (PIMENTEL, 1947).

O avango da doenga foi de tal forma alarmante e devastador que NATIVIDADE
(1944) apresentou o documento “Bases para um Plano de Valorizagdo Reconstitui¢io e
Defesa dos Soutos Portugueses™, no qual indicava um possivel caminho a seguir para
evitar a perda de uma das nossas melhores espécies florestais. O plano de NATIVIDADE,
teve o apoio das instincias governamentais da €poca e incluia a realizagdo de inquéritos
regionais para avaliar a situa¢fo da cultura do castanheiro, a defesa dos soutos existentes,



o apoio técnico nas novas instalagdes e a realizagd@o de estudos de base que permitissem
dar resposta as questdes técnicas e fitossanitdrias que entdo se colocavam.

A implementagdo do plano de NATIVIDADE (1944) contribuiu decisivamente
para o desenvolvimento de trabalhos de investigagdo que possibilitaram um maior
conhecimento do castanheiro, tanto do ponto de vista ecolégico como fitotécnico e
sanitdrio.

No dominio da fitopatologia do castanheiro, destacam-se os trabalhos que sobre
o tema foram realizados por LOPES PIMENTEL ¢ COLUMBANO FERNANDES. LOPES
PIMENTEL identificou os agentes patogénicos responsdveis pela doenga da tinta e
desenvolveu estudos sobre as espécies causadoras da doenga, que muito contribuiram
para a clarificacdo das espécies de Phytophthora envolvidas no sindroma da tinta.
COLUMBANO FERNANDES, por sua vez, além de estudos biolégicos e epidemiolégicos,
desenvolveu ao longo de muitos anos, trabalho continuado no melhoramento do
castanheiro em relagdo a doenga da tinta, referido em pormenor no Capitulo IV, do qual
resultou a colecg@o de clones resistentes a esta doencga existentes em Portugal.

O efeito devastador da doenga de tinta do castanheiro pode ser avaliado (embora
outras causas possamn estar envolvidas) pela drea de ocupagdo do castanheiro ao longo
deste século.

Da andlise do Quadro 1, que na auséncia de melhores dados estatisticos, se
construiu com base nas referéncias bibliogréficas af assinaladas, verifica-se que a drea de
ocupagdo do castanheiro regrediu drasticamente em todas as regides castaneicolas do
pais. A situagdo actual exige, um novo Plano de Defesa do Castanheiro, para que esta
espécie possa contribuir para a valorizagdo e constituir uma alternativa rendivel para
alguns terrenos cerealiferos da “Terra Fria™ transmontana.

Quadro 1 — Area de ocupagiio do castanheiro em Portugal desde 1908.

Area de castanheiro (ha)

Autor (Ano) Tras-os-Montes e Beira Altae Total do Pais
Alto Douro Beira Baixa
SILVA TELES (1908) * 38 236 38 801 83 987
FERNANDES (19552) 37700 24 500 70 000
MARQUES (1988) ** 8 889 + 448 - -
3392+278
DIRECCAO GERAL FLORESTAS (1989) 15 400 14 400 32 100

* cit FERNANDES (1955a)

** drea de souto (castanheiro para fruio)

n



Em Trds-os-Montes, mais concretamente na “Terra Fria”, o castanheiro encontra
as melhores condigdes ecoldgicas para o seu desenvolvimento, produzindo madeira e
fruto de excelente qualidade (FERNANDES 1966). Este mesmo autor considera ainda que
“a economia das popula¢des rurais desta regido tem fatalmente de estar dependente da
cultura do castanheiro”.

As acgdes entdo desenvolvidas na defesa e reconstituicdo dos soutos ¢ a
receptividade dos agricultores, levaram (FERNANDES, 1955a), a prever, para 1980, as
seguintes dreas de ocupacdo de castanheiro:

Quadro 2 — Area de ocupagiio do castanheiro previstas para 1980 (FERNANDES, 1955a).

Provincias Area provavel (ha) em 1980
Tras-os-Montes e Alto Douro 90 000
Beira Alta e Beira Baixa 50 000
Qutras provincias 10 000

A realidade, todavia, € muito diferente. As dreas actuais de castanheiro (Quadro
1), estdo situadas a valores inferiores aos de 1955 e muito abaixo das dreas previstas.
Valores que evidenciam por um lado, a ineficiéncia dos métodos de luta utilizados no
combate & doenga da tinta e por outro o seu progressivo avango, além de condigdes socio-
-econdémicas que ndo motivaram os agricultores para a instalagdo de novas dreas de
castanheiro.

Actualmente, os programas de apoio a agricultura ¢ & plantagdo de espécies
florestais, onde o castanheiro se enquadra, os pregos elevados e estdveis que a castanha
tem atingindo no mercado e ainda a fraca intensificagdo cultural do castanheiro, que exige
pouca mdo-de-obra, constituem incentivos que tém motivado os agricultores na decisdo

de instalar castanheiros, tanto para produgio de madeira como de fruto.

Esta nova realidade evidencia-se no elevado numero de projectos de
investimento em castanheiro que constituirdo uma base segura de valorizagio da
agricultura transmontana. As intengdes de investimento em castanheiro através do
programa NOVAGRI situam-se na ordem dos milhares de hectares, estando alguma
dessa drea jd aprovada e outra em andlise na Direcgdo Regional de Agricultura de
Trds-os-Montes.



I - FUNGOS ASSOCIADOS A DOENCA DA TINTA DO
CASTANHEIRO - Phytophthora cambivora e Phytophthora
cinnamomi

3.1 - Algumas Consideracdes

Em 1917, PETRI, isolou o organismo causador da doenga da tinta do castanheiro
e classificou-o como Blepharospora cambivora , que BUISMAN em 1927 transferiu para o
género Phytophthora — Phytophthora cambivora (Petri) Buisman. Mais tarde, em 1932,
DAY associou a esta doenga outra Phytophthora — Phytophthora cinnamomi Rands
(CRANDALL, 1950).

Posteriormente, o organismo responsdvel pela doenga da tinta, foi identificado,
por alguns investigadores, como P. cinnamomi ¢ por outros como P. cambivora.

A anarquia, que reinava na classificacdo do género Phytophthora (GRENTE,
1961b) levou alguns micologistas a seguir o critério de MERHRLICH, que em 1936
propos, que P. cinnamomi € P. cambivora fossem fundidas numa tnica espécie — P.
cambivora.

Este critério foi adoptado por WHITE em 1937 e por DAY em 1938 (GRENTE,
1961b) e por CRANDALL em 1936 (CRANDALL, 1950), tornando confusa a lista de
hospedeiros ¢ a distribui¢do geogréfica dos dois parasitas.

Nem todos os micologistas, no entanto, seguiram este critério. TUCKER (1931),
PIMENTEL (1947) e URQUUO (1947), consideraram P. cambivora e P. cinnamomi como
espécies diferentes, tendo estes micologistas isolado as duas espécies de castanheiros

europeus doentes.

CRANDALL (1950) depois de analisar os trabalhos de PIMENTEL em Portugal e
de URQUIIO em Espanha, atribuiu a P. cinnamomi um papel primordial no
desenvolvimento da doenga da tinta, a que ndo sdo estranhas as reservas de URQUIJO
(1947), que reviu os seus isolamentos e concluiu que a doenca da tinta em Espanha era
provocada por P. cinnamomi e ndo por P. cambivora , como tinha anteriormente
considerado.

Também FERNANDES (1966) considera P. cinnamomi cOmo 0 0rganismo
preponderante no desenvolvimento da doencga da tinta em Portugal, baseado no facto de
apenas trés dos seus isolamentos serem P. cambivora entre largas dezenas de culturas
identificadas como P. cinnamomi.

O facto das duas espécies de Phyrophthora provocarem sintomatologia

semelhante no castanheiro intrigou inicialmente os investigadores, mas esta situagdo ¢é
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frequente em doengas provocadas por outras espécies de Phytophthora. Na gomose basal
dos citrinos, por exemplo, a mesma sintomatologia pode ser provocada por
P. citrophthora, P. nicotiana var. parasitica ou P. palmivora. Estas mesmas espécies e
ainda P. cinnamomi, podem também provocar ataques nas raizes destes hospedeiros,
originando todas um quadro sintomatol6gico idéntico (TELHADA ,1988).

De castanheiros jovens, GRENTE (1961b), isolou P. megasperma Dreschsler,
além de P. cambivora e P. cinnamomi. Todavia, aquela espécie ndo aparece referenciada
em castanheiro por mais nenhum autor.

Na doenga da tinta da nogueira a situag@o € ainda mais diversificada, tendo sido
isoladas e identificadas como espécies responsdveis pela doencga, P. cinnamomi,
P. cambivora, P. cactorum, P. parasitica e P. citrophthora , como refere GRENTE
(1961b).

P. cambivora tem uma distribui¢do geogrdfica muito mais limitada que
P. cinnamomi, aparecendo apenas nas zonas temperadas. Possui também reduzido
nimero de hospedeiros, CRANDALL (1950) refere apenas o castanheiro na Europa, a faia
na Inglaterra e o dcer na América do Norte. Trabalhos mais recentes, no entanto, indicam
esta espécie como um dos agentes patogénicos envolvidos na podriddo radicular da
macieira (BOLAY,1992). Por outro lado, MIRCETICH & MATHERON (1976) associaram
esta espécie, conjuntamente com P. drechsleri e P. megasperma, as podriddes da raiz e
do colo em Prunus persica (L.) Batsch, P. armeniaca L., P. amygdalus Batsch,
P. domestica L. e Mallus sylvestris Mill..

P. cinnamomi, € considerada por CRANDAL (1950), FERNANDES (1966) e
ZENTMYER (1987) como um dos organismos mais destrutivos dos vegetais. ZENTMYER
(1987) considera-o ainda, como o mais difundido geograficamente e com o maior nimero
de hospedeiros.

ZENTMYER (1980), na sua monografia sobre P. cinnamomi, lista como plantas
susceptiveis a este parasita cerca de mil espécies vegetais. Da lista apresentada, sobressai
0 elevado nimero de plantas lenhosas e arbustivas que s@o susceptiveis a este parasita
quando comparado com o niimero das espécies herbdceas. Como plantas ndo susceptiveis
destacam-se as monocotiledéneas (que raramente s@o infectadas em condi¢des naturais), a
luzerna, o café e o algoddo. No entanto, algumas monocotiledéneas da flora australiana
do género Xanthorrhea, Lilium, Cordyline e Archontophoenix sio consideradas
susceptiveis. Das plantas lenhosas consideradas resistentes, ZENTMYER (1980) destaca:
L. styraciflua, Cryptomeria japonica var. elegans, Cordyline australis, Phormium tenax e
duas espécies de Pittosporum e Podocarpus.

A distribui¢io geogrifica de P. cinnamomi € muito diversificada, aparecendo
nas regioes temperadas, sub-tropicais e tropicais, estando actualmente identificada em
sessenta e oito pafses e em todos os continentes (ZENTMYER, 1980).
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Em Portugal, como jd se referiu, P. cinnamomi, foi isolada de castanheiro, pela
primeira vez em 1941 por MONIZ DA MAIA. Estes isolamentos foram confirmados por
PIMENTEL em 1942 que isolou e identificou P. cinnamomi e P. cambivora de castanheiro
com sintomas da doen¢a (PIMENTEL, 1947).

O estudo dos fungos responsdveis pela doencga da tinta prosseguiu com
FERNANDES que em 1966 refere que P. cinnamomi foi isolada em Portugal de Betula
alba L., Castanea sativa Mill., Castanea crenata Sieb et Zucc., Erica spp., Juglans regia
L., Pseudotsuga menziessi (Mirb.) Franco, Quercus robur L., Quercus rubra L.,
Quercus suber L..

O facto deste parasita cuasar doenga em plantas como a urze, Erica spp., que é
espontdnea em todas as regides propicias ao desenvolvimento do castanheiro, possibilita
uma expansdo generalizada do parasita e grande incremento da doenca, pelo facto desse
substrato arbustivo poder contribuir para aumentar enormemente o inéculo potencial
(FERNANDES, 1966). Situagdo idéntica ocorre também no processo de declinio
conhecido por “jarrah dieback”, nos eucaliptos da Austrdlia, uma vez que o substrato
arbustivo destas florestas, constituido por Banksia grandis Wild., planta muito
susceptivel a P. cinnamomi (SHEA & MALAJCZUK, 1977), proporciona um grande
aumento na populagio patogénica, que assim, mais facilmente consegue provocar doenga
nas drvores de maior porte, os eucaliptos, designadamente no Eucalyptus marginata.

P. cinnamomi além de ter a capacidade de provocar doenga em muitos espécies
vegetais e invadir ecossistemas inteiros, tem ainda a capacidade de permanecer no solo e
na auséncia de hospedeiros por periodos de tempo muito longos, devido a formagio de
estruturas de resisténcia. Por outro lado, possui ainda estratégias de rdpido aumento de
inéculo sempre que as condi¢des lhe sdo favordveis e processos alternativos de

germinagdo dos propdgulos que respondem rapidamente s altera¢des ambientais.

Os meios de luta disponiveis para combater as doengas provocadas por
Phytophthora que atacam as raizes ndo tém, até hoje, resolvido de forma eficiente e
duradoira os problemas sanitdrios das culturas e das florestas atacadas por estes parasitas.
S6é uma analise que considere a globalidade do sistema poderd indicar linhas de actuagdo
que permitam minorar os efeitos devastadores destas doengas.

Neste capitulo, de forma completa mas sem pretender ser exaustiva, abordam-se
as técnicas que permitem isolar e identificar os agentes patogénicos associados A doenga
da tinta, o seu ciclo infeccioso e epidemiolégico assim como os meios de luta a
implementar nos viveiros de castanheiro e nos soutos jd instalados.



|

3.2 — Deteccao e Isolamento

Os métodos e os meios de cultura utilizados na detecgdo e isolamento dos fungos
do género Phytophthora que atacam as raizes, sio muitos e variados. Métodos
tradicionais e de rotina laboratorial, como a colocagio de tecidos infectados em dgua,
extractos de solo ou solugdes salinas, ou ainda, a utilizagdo das vulgares técnicas de
isolamento em meio de cultura, permitemn a detecgdo € o desenvolvimento em cultura
axénica, caso se usem tecidos recentemente infectados e com micélio em activo
crescimento. No entanto, o isolamento de Phytophthora de tecidos em avangado estado
de infeccdo, degradados ou secos, situagdes vulgares neste tipo de doenga, ou de solos
naturalmente infectados, € com estas técnicas extremamente dificil (ECKERT & TSAO
1962; FERNANDES, 1966; TSAO & OCANA, 1969; ZENTMYER, 1980), ou mesmo
impossivel (TSAO, 1987; TSAO, 1990).

ZENTMYER (1980) atribuin a ineficiéncia destas técnicas a utilizagdo de solugdes
de mercuirio para esterilizar a superficie dos tecidos, dado que este produto €
extremamente téxico para algumas espécies de Phytophthora e ECKERT & TSAO (1962) e
TSAO (1987) ao antagonismo e interferéncia da micoflora secunddria de crescimento mais
rdpido e & lenta emergéncia dos propdgulos de resisténcia, os clamidésporos, que se
encontram nos tecidos infectados ou no solo.

Estas dificuldades, e os repetidos insucessos de isolamento destes fungos
fitopatogénicos, tornaram premente o desenvolvimento de outras técnicas de isolamento,
nomeadamente as que se baseiam na utilizagdo de plantas-armadilhas e nos meios
culturais selectivos.

3.2.1 - Técnicas de planta-armadilha

Estas técnicas baseiam-se na utiliza¢do de determinados orgdos de plantas
susceptiveis, frutos, sementes, cotilédones, radiculas ou folhas, que funcionam como
meio privilegiado de desenvolvimento dos propdgulos de resisténcia e possibilitam o
isolamento selectivo das espécies de Phyrophthora.

A eficiéncia destas técnicas depende da susceptibilidade do material utilizado
como armadilha, do desenvolvimento de lesdes caracteristicas e das condi¢des de
incubag¢do que maximizem as hipéteses de formagdo ¢ libertagdo dos zodsporos - 0s
propédgulos primdrios da colonizagdo dos tecidos vegetais.

Das revisdes bibliogrificas de ZENTMYER (1980) e TSAO (1987), extrairam-se
alguns dos métodos de planta-armadilha utilizados no isolamento de P. cinnamomi e
P. cambivora que se indicam no Quadro 3.
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Quadro 3 — Técnicas de planta-armadilha para detecgio e isolamento de P. cambivora e
P. cinnamomi.

ZENTMYER et al. (1960)

KLEMMER e NAKANO
(1562)

CHEE e NEWHOOK
(1965)

MARKS et al. (1572)

PRATT ¢ HEATHER
(1972)

MARKS e KASSABY
(1974)

DANCE et al. (1975)

Frutos e plantulas de
abacate

Folhas de anands e
raizes da coroa

Radiculas de
tremoceiro

Radiculas excisadas de
Lupinus angustifolius

Radiculas de
tremoceiros

Cotilédones de
eucalipto

Agulhas de coniferas e
radiculas de tremoceiro

Espécie Tecido armadilha Caracteristicas do método e
Autor condices de incubacio
P. cambivora
DANCE et al. (1975) Agulhas de coniferase Colocar em flutuagdo ou parcialmente
radiculas de tremoceiro imersas numa mistura de solo e 4dgua; 16-
22°C; 3 dias
MIRCETICH e Péras Submersdo parcial numa mistura de solo e
MATHERON (1976) dgua; 20°C; 3 dias.
P. cinnamomi
CAMPBEL (1949) Magis Em orificios feitos nas magas, colocar solo
humedecido ou tecidos infectados; 15-27°C;
5-10 dias.
ANDERSON (1951) Folhas de anands Submersdo em 800 cc de dgua a que se

adiciona 20 cc de solo; 21-14°C: 4 dias

Frutos parcialmente submersos em solo
humedecido; 27°C; 2-4 dias. Plantulas em
solo hdmido, 2-3 dias

Folhas e extremidades das raizes imersas em
pelo menos Sem de uma mistura de solo e
dgua; 18-27°C

Extremidade das raizes imersas em dgua que
deve estar 2cm acima da superficie do
solo; 2 dias.

Fragmentos de radiculas com 1-2 cm de
comprimento colocadas a flutuar na dgua
com uma altura de 2-3mm acima de 30 cc
de solo em placas de Petri; 2-3dias.

Raizes imersas em 150 cc de dgua a que se
adiciona 26g de solo; 17-24°C; 5 dias

Cotilédones destacados sdio postos a flutuar
na dgua com 3-10 mm de altura acima de
50-60 cc de solo; 22-24°C; 60 h.

Colocar em flutuagio ou parcialmente
imersos numa mistura de solo e dgua;
16-22°C; 3 dias
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Quadro 3 (cont.) - Técnicas de planta-armadilha para detecco e isolamento de P. cambivora e
P. cinnamomi .

Espécie Tecido armadilha Caracteristicas do método e
Autor condicdes de incubagio

LINDERMAN e ZEITOUN Discos de folhas de Flutnagdo em dgua a que se adiciona solo

(1977) eucalipto ou raizes; 20°C; 24h. Pythium spp.

interfere com os resultados

PEGG (1977) Folhas de abacateiro Flutuagdo em dgua a que se adiciona solo;

4 dias.

GREENHALGH (1978) Cotilédones de Flutuagdo em 4dgua a que se adiciona solo
eucalipto, sementes em quantidades diferentes; 25°C; luz
germinadas de continua; 3-7 dias
tremogo, péras

ZENTMYER e OHR Sementes germinadas Imersas parcialmente em grande quantidade

(1978) de abacate de dgua sobre uma camada de solo com

1,2- 2,5cm; 5-7 dias

SHEW et al. (1979a) Discos de folha de Colocar em flutuagio ou imersos em 100
azdlea, agulhas de ml de dgua a que se adicionou 5-50g de
cedro, radiculas de solo; 20°C, 1-2 dias
tremoceiro

Neste trabalho utilizaram-se as técnicas de planta-armadilha com o objectivo de
detectar e quantificar a densidade de in6culo de P. cinnamomi, em soutos com grau
varidvel de incidéncia da doenga. Optou-se pelo método de MARKS et al. (1972), por
utilizar como tecido-armadilha, radiculas de Lupinus angustifolius L., de fdcil aquisi¢do
e ser possivel realizar vérias tentativas, num periodo de tempo relativamente curto que
nos permitiam determinar quais as melhores condi¢des de incubagio para o aparecimento
da infeccdo e manifestagdo dos sintomas.

Com este método apenas se conseguiram detectar, espordngios ndo papilados e
ndo caducos, em algumas radiculas infectadas, mas ndo se obtiveram isolamentos de
Phytophthora desses tecidos em meio gelosado de batata dextrosada (Difco, PDA 39g/).

Com o método de CAMPBEL (1949) nio logramos obter melhores resultados. Os
tecidos-armadilha (as magas) evidenciaram manchas castanhas, mas mais uma vez, ndo se
isolou P. cinnamomi dos tecidos infectados.

Os métodos de planta-armadilha, quando conjugados com manipulagdes
adequada do solo, permitem fazer quantificacdo de propdgulos de Phyrophthora
existentes no solo, embora proporcionem apenas valores relativos. TSAO (1960) propde
0 método da diluigdo em série, que consiste em diluir sucessivamente solo naturalmente
infectado com solo esterilizado, colocando af os tecidos armadilha, que vio a incubar em
condigdes previamente determinadas. Com este método TSAO (1960), apresentou o
conceito de Indice de Doenga Potencial (DPI) que definiu como o reciproco da maior
dilui¢do que ainda produz lesBes caracteristicas no tecido armadilha. Neste método,
determinada diluigdo € considerada positiva se o fungo € detectado em qualquer das cinco

12



radiculas das trés repetigdes. A deteccdo € confirmada por observagdo ao microscdopio,
dos esporangios formados nas radiculas infectadas.

Estes métodos apresentam como principal desvantagem o facto dos tecidos
armadilha poderem ser infectados por outros organismos do solo, nomeadamente
bactérias e fungos do género Fusarium spp. e Pythium spp., que impedem a esporulagdo
de P. cinnamomi, tornando quase impossivel a sua detec¢@o. Apresentam ainda a
desvantagem de dependerem de muitas condigdes ambientais de incubagdo, como a
temperatura, a luz e a humidade, o que determina que a ndo detecgdo do fungo nio seja

indicativo de auséncia de indculo.

O elevado nimero de métodos, espécies armadilha e tecidos utilizados na
detec¢do de P. cinnamomi, quando comparado com o de outras espécies de
Phytophthora, nio deixard de estar ligado ao elevado nimero de hospedeiros, a
distribui¢do generalizada deste parasita e as dificuldades que se colocam para o seu
isolamento.

3.2.2 - Meios selectivos

A utilizag8o dos meios selectivos, por definigdo, tem como objectivo
proporcionar o crescimento a um determinado tipo de microrganismo. Alguns, incluem
na sua formulaclio substiincias que inibem o crescimento dos microrganismos
indesejdveis, outros contém nutrientes que favorecem especificamente o crescimento do

organismo que se pretende isolar e outros, ainda, possuem os dois tipos de substincias.

A interferéncia dos microrganismos da micoflora secunddria dos tecidos
infectados e do solo, e ainda as dificuldades no isolamento deste género de fungos jd
anteriormente referidas, possivelmente contribuiram para que muito cedo se tenham
desenvolvido meios selectivos para o isolamento de Phytophthora. Estes meios contém,
além do meio de cultura base, antibiéticos e fungicidas em proporgdes criteriosamente
estudadas e testadas, uma vez que Phytophthora spp. e outros Peronosporales reagem
toxicologicamente como procariotas aos antibiéticos (TSAO, 1987). Alguns antibidticos
como o “rose bengal”, “oxgall”, estreptomicina, cloranfenicol, clortetraciclina ¢ o
propinato de sédio, que impedem o desenvolvimento das bactérias mas ndo o da maioria
dos fungos, sdo igualmente téxicos para Phytophthora, inibindo o desenvolvimento
micelial e a germinagdo dos propdgulos de resisténcia (TSAO, 1990).

Na bibliografia da especialidade encontra-se uma vasta gama de formulagdes de
meios selectivos para Phytophthora. A composicdo destes meios difere de autor para
autor e varia acentuadamente, tanto no meio base utilizado como nos antibiéticos,
fungicidas e concentragdes aconselhadas. Referem-se no Quadro 4 alguns desses meios,
nomeadamente os que foram desenvolvidos para o isolamento de P. cinnamomi.
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Quadro 4 — Meios selectivos para isolamento de P. cinnamomi.

AUTOR AGENTES INIBIDORES MEIO BASE
ECKERT e TSAO (1962) Pimaricina 100 ppm CMA!
Penicilina 50 ppm

Polimixina 50 ppm

HENDRIX e KUHLMAN (1965) Nistantina
PCNB* 100 ppm
Estreptomicina 50 ppm
"Rose bengal" 60 ppm

TSAO e OCANA (1969) Pimaricina 10 ppm
Vancomicina 200 ppm
PCNB *100 ppm

BROADBENT ¢ BAKER Pimaricina 10 ppm

(1974) Penicilina 50 ppm

MASAGO et al. (1977) Benomil 10 ppm
Nistantina 25 ppm
PCNB * 25 ppm

Rifampicina 10 ppm
Ampicilina 500 ppm
Hymexazol 25-50 ppm

TsAa0 e GUY (1978) Pimaricina 10 ppm
Vancomicina 200 ppm
PCNB* 100 ppm
Hymexazol 50 ppm

KOer al. (1978) Pimaricina 50ppm
Ampicilina 100ppm
PCNB* 10ppm

SHEW et al. (1979b) Pimaricina 5ppm
PCNB* 35ppm

cloranfenicol 10ppm
Hymexazol 50ppm

SA 2 com extracto de levedura

CMA 1

PDA 3 a1/4

PDA 3

cMmal

v8A 4

SA e extracto de levedura e tiamina

*  PCNB - pentacloronitrobenzeno
1 - CMA - "corn meal agar”

2 — SA “Synthetic agar”

3 - PDA “Potato-dextrose agar”

4 — V8A “V-8 juice agar”
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Do conjunto das substancias inibidoras utilizadas, salienta-se o facto dos agentes
fungicidas representarem um papel importante na selectividade destes meios. ECKERT &
TSAO (1962) referem, pela primeira vez, a ndo toxicidade da pimaricina e nistantina nos
fungos do género Phytophthora e Pythium, passando estas substincias fungicidas a fazer
parte da formulagdo da quase totalidade dos meios selectivos de Phytophthora. O benomil
e o pentacloronitrobenzeno (PCNB) sdo também frequentemente utilizados por possuirem
essa mesma caracteristica, e serem de mais facil aquisi¢do e utilizagio (TSA0Q,1987).

MASAGO et al. (1977) verificaram que o 5-methylisoxazol-3-ol, fungicida de
sintese com nome vulgar hymexazol, inibia os fungos do género Pythiwm mas ndo era
téxico para Phytophthora spp., surgindo assim um meio verdadeiramente selectivo para o
seu isolamento. TSAO & GUY (1977) adiantam que este produto inibe também Mortierella
spp. e que algumas espécies de Phytophthora sdo mais sensiveis ao produto do que
outras, acontecendo o mesmo com as espécies de Pythium.

As concentragoes dos agentes fungicidas foram inicialmente bastante elevadas,
tendo TSAO & OCANA (1969) verificado que essas concentragdes, embora nio inibissem
o desenvolvimento do micélio, impediam a germinacdo dos propdgulos de resisténcia.
Estes estudos levaram estes investigadores a formulag¢ao do meio P1oVP, possivelmente
o meio selectivo de utilizagdo mais generalizada.

TSAO (1987), refere ainda, que as espécies de Phytophthora possuem graus de
susceptibilidade diferente aos antibidticos e que uma determinada concentragdo pode ser
inibitéria para uma espécie € ndo o ser para outra.

A utiliza¢do dos meios de cultura semi-selectivos (PDA, Difco 39¢/1) acidificado
com 4cido ldctico, conduziu-nos, apesar das insistentes tentativas, a fracassos repetidos
na detecgdo e isolamento de P. cinnamomi, tanto de tecidos infectados de plantas jovens
como adultas. Esta situagdo s6 foi ultrapassada com a utilizagdo do meio selectivo P1gVP
de TSAO & OCANA (1969), com o qual facilmente obtivemos isolamentos de
P. cinnamomi, tanto do solo como dos tecidos infectados.

Os meios selectivos, P1oVP e P1oVPH, tornam possivel a quantificagdo directa
da populagdo de propdgulos existentes no solo, podendo utilizar-se o0 método da dilui¢do
de placas ou espalhando directamente uma determinada quantidade de solo, geralmente
20-50 mg, sobre o meio de cultura j& solidificado.

A identificagdo das colénias de Phytophthora baseia-se nas caracteristicas
macroscépicas das coldnias e na observagdo microscopica das hifas, devendo as
observagdes ser realizadas ao segundo e quarto dias depois da inocula¢io que deve
ocorrer as escuras € a 25°C (TSAO & OCANA,1969).



3.3 — Taxonomia e Classificacdo

3.3.1 - Critérios actuais de classificacao

A identificagdo das espécies do género Phytophthora foi, desde sempre
considerada dificil, como refere BARRACHINA (1977) citando autores como ROSENBAUM
(1917), PETRI (1917), TUCKER (1931), BLACKWELL (1949). Da mesma opinido sio
igualmente GRENTE (1961b), WATERHOUSE et al. (1987) ¢ GALLEGLY (1987a; 1987b).

GALLEGLY (1987a) atribufu essa dificuldade ao facto da variabilidade ser a regra
em Phytophthora. Neste género existe homotalismo, heterotalismo, anteridios paragineos
e anfigineos, espécies que exigem meios de cultura e condigdes especiais para
produzirem, em laboratdrio, espordngios, clamidésporos, zodsporos e odsporos, e ainda
espécies com elevado ou restrito nimero de hospedeiros.

A variabilidade do género Phytophthora e a importincia das doencas causadas
por algumas das suas espécies, fizeram com que muitos investigadores se tivessem
dedicado a taxonomia deste género e tenham surgido ao longo do tempo vérios critérios
de classificag@o. Real¢am-se os trabalhos de WATERHOUSE (1963) que, baseando-se em
caracteres morfoldgicos e introduzindo o estudo em cultura pareada como fundamental no
aspecto taxondmico, desenvolveu um sistema de classificagio que estabeleceu a ordem
numa altura em que muita confusdo existia (GALLEGLY, 1987a). A classificagio proposta
por WATERHOUSE em 1963, foi aceite por todos os investigadores de Phytophthora e
dela derivam todas as chaves de identificagdo hoje utilizadas.

Nesta classifica¢@o o género Phytophtora € dividido em seis grupos (I -VI) com
base nos seguintes critérios morfoldgicos: papila terminal do esporingio; abundincia de
espordngios em meios de cultura sélidos; caducidade dos espordngios; proliferagdo
interna do esporangio; natureza do anterideo; presenga ou auséncia de 06sporos no
hospedeiro e em cultura; dimensdes dos espordngios; tipo de esporangiéforo; micélio
com ou sem vesiculas; presen¢a ou auséncia de clamidésporos em cultura; tamanho do
oogdnio; ornamentagdo da parede do oogdnio; especializagdo parasitdria e temperaturas
cardiais de crescimento (WATERHOUSE et al., 1987).

Esta chave foi revista por WATERHOUSE e seus colaboradores, NEWHOOK e
STAMPS em 1978, aparecendo um novo tipo de chave - a chave tabular de NEWHOOK er
al. (1978). Os critérios de classificagdo sao os utilizados por WATERHOUSE em 1963 e as
espécies continuam separadas nos mesmos seis grupos (I-VI ).

A estabilidade desta chave, na classificacdo, identificagdo e descricdo das
espécies assenta, segundo os seus autores, na divisdo dos caracteres em caracteres
estdveis para a defini¢do dos grupos principais, caracteres estdveis ao nivel de espécie,
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caracteres importantes para algumas espécies, caracteres utilizados sé numa ou duas
espécies € ainda nos caracteres indicativos (WATERHOUSE et al., 1987).

A caducidade e morfologia dos esporingios, mais especificamente o
comprimento do pedicelo e a dimensdo do espessamento apical, sdo os caracteres
morfoldgicos que conjugados com o caracter de anterideo paragineo, anfigineo ou
ambos, ddo origem aos seis grupos (I-VI) em que se divide actualmente o género
Phytophthora. Dentro de cada grupo, caracteristicas morfol6gicas adicionais dos
espordngios, das estruturas sexuais, dos clamidésporos € do micélio sdo usados para a
identificagdo das espécies. Alguns critérios ndo morfoldgicos como a temperatura maxima
de crescimento o aspecto da coldénia em determinados meios de cultura e estudos de
patogenicidade, tanto em condi¢des naturais como de inoculagdo artificial, sdo também
utilizados na delimitagdo especifica de algumas espécies.

Em 1990, estes mesmos autores, publicaram uma chave tabular revisia,
STAMPS et al. (1990), que mantendo os critérios de classificacdo da chave tabular
anterior, possibilita a identificagdo das espécies aqudticas, todas elas incluidas num novo
grupo — o grupo VII da chave, e incluiram ainda catorze espécies ou variedades,
entretanto identificadas ou transferidas para o género Phytophthora como aconteceu com
Pythium undulatum que passou ao género Phytophthora como Phytophthora undulata do

grupo VL

P. cinnamomi € P. cambivora por possuirem esporangios nao papilados com
espessamento apical muito fino, oésporos formados por pareamento com micélio
compativel, ou por pareamento com P. cryptogea e P. parasitica, respectivamente € 0s
anterideos serem sempre anfigineos, sdo incluidos, pelos critérios de WATERHOUSE
(1963), NEWHOOK et al. (1978) e STAMPS et al. (1990) no grupo VI, conjuntamente
com P. cryptogea Pethyler & Laff., P. drechsleri Tucker var. drechsleri, P. drechsleri
var. cajani Pal, Grewal & Sarbhoy, P.cajani Amin, Baldev & Williams, P. melonis
Katsura, P. sinensis Yu & Zhuang, P. erythroseptica Pethybr. var. erythroseprica,
P. erythroseptica var. pisi Byw. & Hickman, P. richardiae Buisman, P. gonapodyides
(Peterson) Buisman, P. japonica Waterh., P. undulata (Petersen) Dick.

P. cinnamomi foi descrita pela primeira vez por RANDS em 1922 e mais tarde
WATERHOUSE & WATERSTON (1966) caracterizam-na da seguinte forma: “hifas
coraloides (em agar malte), bastante largas (8jim) e muito rijas; dilatagdes das hifas
tipicamente esféricas (didmetro médio 42 um , méximo 60 Lm) e em grupo; paredes nio
muito espessas. Os espordngios formam-se sé em meio liquido e os esporangiéforos sdo
estreitos (3 pm) e ocasionalmente ramificados. Esporingios grandes, elipséides ou
ovdides (57 x 33 pm com 100 x 40 pm como dimensdes mdximas), ndo papilados, com
diminuto espessamento apical e ndo caducos. Orgos sexuais raramente produzidos em

meios com agar e em cultura simples, mas abundantes quando pareadas com P. cryptogea
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ou com micélio compativel. Oogénios com didmetro médio de 40 um e mdximo de 58
um, parede lisa tornando-se amarela ou dourada com a idade. Anteridios sempre
anfigineos e alongados com dimensdes 21-23 x 17 pm. Os Gosporos praticamente
ocupam todo o oogénio e tem parede hialina e com 2 pm de espessura. Culturas muitas
vezes com forma de roseta e com micélio aéreo. Temperaturas cardiais de crescimento
com minimo de 5 °C, éptimo de 24-28 °C e mdximo de 32-34° C”.

HO (1981), publicou um novo tipo de chave para identificagdo das espécies de
Phytophthora. Tal chave, chave sindptica, tem, segundo o seu autor, o objectivo de
facilitar a identificagdo das espécies patogénicas em cultura axénica, das que sé sdo
conhecidas no hospedeiro e ainda das espécies aqudticas. As chaves sindpticas, que
McCAIN (1988) prefere chamar chaves de miiltipla entrada, sdo mais ficeis de utilizar que
as dicotémicas em espécies de grande variabilidade ou em espécies onde ndo estdo
disponiveis todos os caracteres taxonémicos. A facilidade da utilizag@o resulta de se
poder iniciar a identificacdo por qualquer caracter € a movimentagdo na chave ser apenas
dependente das caracteristicas disponiveis da espécie em estudo. Nos fungos que
produzem diferentes tipos de esporos ao longo do ciclo de vida, estas chaves, que
possuem uma sec¢do para cada fase do desenvolvimento, facilitam a manipulagdo do
material biol6gico no processo de identificacdo.

As espécies “ndo conhecidas” podem ser identificadas por comparagio com os
taxa conhecidos, com base na avalia¢do da totalidade dos caracteres (HO, 1981). O autor
da chave utiliza o conceito de “coeficiente de similaridade” de SNEATH & SOKAL (1973),
para avaliar o grau de proximidade entre as espécies.

Para se obter um valor quantitativo e ponderado o autor associou a cada caracter
um determinado valor em fung@o do seu valor no diagndstico. Atribuiu valor 3 aos
caracteres morfologicos mais estdveis, 2 aos caracteres de estabilidade intermédia e 1 aos

caracteres menaos estdveis e a todos os caracteres ndo morfoldgicos.

O coeficiente ponderado de similaridade (WSC) definido como:

Somatdrio dos valores do diagnéstico dos caracteres em concordancia

WSC = = o
SC Somatdrio dos valores do diagnéstico de todos os caracteres a observar

permite atribuir ao isolamento em estudo o nome do taxa da chave, se a similaridade é
elevada ou optar por outro epiteto se as diferencas sdo suficientemente grandes.

3.3.2 — Qutros critérios taxonomicos

Estudos serolégicos, citolégicos e de electroforese de proteinas t€ém sido
utilizados como critérios taxondmicos na diferenciac@o das espécies de Phytophthora.
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Alguns destes estudos foram jd incluidos nas chaves de identificacio,
nomeadamente o nimero de cromossomas — caracter taxonémico utilizado na chave de
NEWHOOK et al. (1978) como critério estdvel ao nivel de espécie. O nimero de
cromossomas, pequenos e dificeis de contar (WATERHOUSE et al., 1987), é
frequentemente de nove-dez ou doze com algumas excepg¢des que sdo utilizadas na
diferenciagdo especifica. A forma dos cromossomas tem também valor no diagndstico,
por apresentarem aspecto caracteristico em algumas espécies, nomeadamente em
P.megakarya e P. meadi. (WATERHOUSE et al., 1987).

A electroforese de proteinas e o estudo da variabilidade dos perfis proteicos e
enzimdticos, foram utilizados como critério de identificacfo especifica de fungos desde
que CLARE, em 1963, verificou que esta técnica permitia distinguir as espécies do género
Pythium. Esta mesma técnica foi aplicada ao género Phytophthora por CLARE &
ZENTMYER (1966), tendo estes autores concluido que esta metodologia permitia
igualmente separar as espécies neste género.

A utilizago desta metodologia no género Phytophthora tem como objectivo,
segundo a generalidade dos autores, obter uma identifica¢do fidvel e rdpida das espécies,
eliminando as dificuldades devidas a grande variabilidade das estruturas morfoldgicas.
Por outro lado, evita também a necessidade de avaliar elevado nimero de caracteres
morfoldgicos, por vezes dificeis de obter em cultura axénica (CLARE, 1963; CLARE &
ZENTMYER, 1966; HALL et al. 1969; GILL & ZENTMYER, 1978).

Qutras dreas do conhecimento, como a imunologia, com a obten¢do de reacgdes
seroldgicas diferentes entre o género Pythium e Phytophthora e entre algumas espécies de
Phytophthora, foi também explorada no aspecto taxonémico. No entanto, a obtengio de
anti-soros especificos, continua a ser um objectivo a atingir. Quando conseguido
porporcionard, além de um critério taxonémico estdvel, um meio de fécil utiliza¢do na
avalia¢do do inéculo no solo (GALLEGLY, 1987a).

Para confirmar esta posi¢do estdo os recentes e encorajadores resultados obtidos
por BENSON (1991) na detecgdo de P. cinnamomi em azdleas utilizando soros preparados
comercialmente.

Outros estudos no dominio da taxonomia experimental, nomeadamente a
hereditabilidade de caracteres, a avaliacdo da interaccdo gendtipo x ambiente, as
diferencgas bioquimicas e estruturais e a microscopia electrénica, poderdo contribuir para
um melhor conhecimento das espécies e possivelmente conduzir a uma redefinicio dos
critérios de classificacdo.
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3.4 — Ciclo Infeccioso

3.4.1 - Quimiotaxia e quimiotropismo

P. cinnamomi € um fungo do solo que ataca as raizes das plantas e todo o seu
ciclo de vida ocorre no ambiente solo.

O processo infeccioso inicia-se, segundo ZENTMYER (1970), com a atracgio
dos zodsporos para as raizes do hospedeiro, processo que é mediado por um estimulo
quimico, denominado quimiotaxia. A mobilidade dos zodsporos e sua acumulagio nas
raizes sdo processos complexos e vérios mecanismos podem estar envolvidos. Alguns
investigadores atribuem este facto a fendmenos de electrotaxia, ou seja a0 movimento dos
zodsporos devido as cargas eléctricas das particulas; outros, a fenémenos de reotaxia
positiva, apresentando, no entanto, a quimiotaxia maior evidencia experimental (CHANG-
HO & HICKMAN, 1970). A quimiotaxia ocorre devido a exsudagdo, por parte das raizes,
de diversas substincias quimicas (CHANG-HO & HICKMAN, 1970), algumas delas
identificadas como aminodcidos, hidratos de carbono, dcidos orgdnicos, vitaminas,
enzimas e auxinas (ZENTMYER, 1970).

O estimule quimico pode ter origem em plantas hospedeiras ou ndo hospedeiras,
ocorrendo a maior concentragdo de zodsporos na zona de elonga¢io e imediatamente
abaixo das zonas feridas, as quais corresponde também maior exsudagdo radicular
(CHANG-HO & HICKMAN, 1970).

A importéncia dos fenémenos de quimiotactismo na patogénese toi estudada por
diferentes autores. KHEW & ZENTMYER (1973) verificaram que os zodsporos de
P. cinnamomi eram menos sensiveis ao estimulo quimico e que as substincias que mais
influenciavam este processo eram, a asparagina, o dcido glutdmico, o dcido aspdrtico e a
metionina, manifestando a frac¢do positivamente carregada maior efeito na atracgdo dos

200Sporos.

A quantidade de exsudados radiculares varia com a espécie, tendo MALAJCZUK
& McCOMB (1977) verificado que os exsudados de Eucalyptus calophylla (resistente a P.
cinnamomi) e de E. marginata (susceptivel) continham dcidos orgdnicos e aminodcidos,
produzindo, no entanto, a espécie susceptivel o dobro da quantidade de exsudados. ERB
et al. (1987), por outro lado, verificaram que as cultivares susceptiveis de mirtilo
(Vaccinium spp.) atrafam maior niimero de zodsporos. A exsudagdo radicular varia ainda
com as condigdes ambientais. ZENTMYER (1970) considerou a idade da planta, humidade
do solo, temperatura ¢ intensidade luminosa, como factores determinantes da quantidade
de exsudados radiculares excretados pelas raizes.

Os exsudados radiculares, indicagio de condicio favordvel de infecgdo, por
promoverem a mobilidade dos zodsporos e a sua acumulagdo nas raizes, parecem também
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estimular o enquistamento dos zodsporos (CARLILE, 1987). Processo que € descrito por
este autor da seguinte forma: “os zodsporos deixam de se movimentar, perdem os
flagelos, adquirem uma forma arredondada e sintetizam rapidamente (10 minutos) uma
parede de enquistamento™.

Este mesmo autor considera como factores de enquistamento, os valores
extremos de temperatura e de pH, presen¢a de exsudados radiculares, disponibilidade de
nutrientes e as colisdes ocasionais, sendo mais sensiveis aos factores de enquistamento
quanto maior tiver sido o seu deslocamento no solo. Ainda, segundo este autor, 0s
zodsporos no inicio do processo de enquistamento possuem a caracteristica de aderirem
com facilidade a uma superficie soélida, ficando firmemente ligados a ela. Se, essa
superficie sdlida for uma raiz, os zodsporos ficardo em situagdo privilegiada para infectar
os tecidos radiculares quando da sua germinacéo.

Os zodsporos enquistados podem germinar directamente por tubo ou tubos
germinativos ou pela emissdo de um zoésporo secunddrio (HO & ZENTMYER, 1977a).

ZENTMYER (1970), verificou por outro lado, que os tubos germinativos
evidenciam quimiotropismo para a regido de elongacio e para os exsudados radiculares. o
que promove ainda maior eficiéncia ao processo de invasdo dos tecidos radiculares
através dos zodsporos.

Os zodsporos que ndo enquistam na superficie das raizes poderdo, através do
processo quimiotréfico, atingi-la e constituirem assim indculo potencial vidvel para o
processo de infeccao.

Os exsudados radiculares, além do efeito directo que exercem na atracgdo dos
zodsporos, promovem ainda a germinagdo dos clamidésporos de P. cinnamomi, as
estruturas primdrias de sobrevivéncia deste fungo fitopatogénico.

A germinagdo dos clamiddsporos de P. cinnamomi, segundo MIRCETICH &
ZENTMYER (1970), sé ocorre na presenga de adequadas quantidades de nutrientes

exodgenos, que por sua vez influenciam no tipo de germinagdo, que pode ocorrer:

— por tubo ou tubos germinativos com posterior desenvolvimento do micélio;

— por um tubo germinativo que desenvolve na extremidade um esporingio.

Ainda segundo estes autores, os clamidésporos de P. cinnamomi poderdo
germinar em condi¢des naturais, na presen¢a de exsudados radiculares de plantas
hospedeiras ou ndo hospedeiras. Na presenga de uma planta hospedeira a germinagio dos
clamiddsporos, que pode ocorrer por um niimero varidvel de tubos germinativos em
fungdo da riqueza do substrato e que possuem grande resisténcia ao antagonismo
microbiano, conduzem 2 infecgdo dos tecidos e A perpetuagdo do parasita. Se o estimulo
provém de plantas ndo hospedeiras o processo de germinagdo ocorre, mas o processo de

infec¢dio ndo se desenvolve. Esta situagdo pode contribuir para diminuir o perfodo de
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sobrevivéncia do agente patogénico, se as condigdes nutritivas € ambientais ndo forem
adequadas ao desenvolvimento saprofitico do fungo.

Para além destes propédgulos, envolvidos no processo inicial de infec¢do, MARX
& BRYAN (1970), consideram que qualquer condi¢do que favorega o desenvolvimento
micelial de P. cinnamomi na superficie radicular, na rizosfera ou no rizoplano poderd
levar a invasdo das raizes pelas hifas. Razdo pela qual, segundo estes autores, a fase
micelial de P. cinnamomi ndo deve ser considerada como a fase néo parasitdria do seu
ciclo de vida. Acrescentam ainda que as hifas de P. cinnamomi, sio mesmo mais
tolerantes aos antibidticos produzidos pelas micorrizas do que os zodsporos, o que lhes
proporciona uma maior longevidade no solo, podendo desta forma desempenhar um
papel importante no processo de infecgo.

3.4.2 - Colonizacdo dos tecidos

MALAJCZUK et al. (1977), estudaram a colonizagdo das raizes de E. marginata e
E. calophylla por P. cinnamomi utilizando micélio/clamidésporos come indculo.
Verificaram que, doze horas apés a inoculagdo, as hifas se orientavam
predominantemente ao longo da junc¢do das paredes celulares, embora existissem outras
distribuidas ao acaso na superficie das raizes.

Cortes histolégicos mostraram que apés um dia de inoculagdo ocorria a
penetracdo dos tecidos na zona de jun¢do da parede celular de duas células continuas —
penetragdo intercelular — aparecendo, passados catorze dias, abundante micélio com
vesiculas nos tecidos corticais e do cilindro central. Nestes mesmos tecidos apareciam

ainda clamiddsporos e era evidente uma descoloragdo acentuada.

Estudos de microscopia electrdnica, realizados nestes tecidos e por estes
mesmos autores, confirmaram a penetra¢do intercelular inicial das hifas. As hifas sofrem
uma expansdo do seu didmetro quando se encontram no interior dos tecidos e originam a
dissolugdo da lamela média das células vegetais na sua proximidade. MALAJCZUK
et al. (1977) atribuem a dissolu¢fo da lamela média das células a ac¢do enzimadtica das
pectinases, que desta forma possibilitaria a penetrago e colonizagdo intracelular dos
tecidos. As hifas sofrem uma constri¢do no local de penetragdo da parede celular, mas
uma vez no interior da célula, adquirem a sua dimensdo normal, podendo formar
estruturas vesiculares que, por vezes, ocupam todo o limen da célula.

Estudos semelhantes foram realizados por HO & ZENTMYER (1977b) em vérias
espécies de Persea, usando zodsporos como indculo inicial. Verificaram que, uma hora
depois do processo de acumulagdo dos zodsporos, os tubos germinativos invadiam as
raizes por penetragdo da epiderme. A penetragdo ocorria inter e intracelularmente,

aparecendo as lesdes na regido de elongacdo passadas vinte € quatro horas apds a
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inoculagdo. A zona cortical ficava colonizada passadas quarenta e oito horas, provocando
um rdpido colapso das células do parénquima. Observaram ainda formagdo de
clamidésporos € de odsporos passados 4-6 ¢ 6-11 dias, respectivamente

Em abacateiro, P. cinnamomi invade principalmente as raizes jovens, mas pode
também dar origem a lesdes corticais nas raizes de maior didmetro e no tronco, que se
podem desenvolver rapidamente se houver inoculagdo por ferida (ZENTMYER, 1981).

Em castanheiro, o processo infeccioso desenvolve-se de forma semelhante ao
indicado para as espécies anteriormente referidas, datando os estudos nesta espécie, do
inicio dos anos sessenta, altura em que esta doen¢a foi extensivamente estudada em
Portugal, Espanha, Franca e Itdlia onde o castanheiro € espécie vegetal de elei¢do em
determinadas zonas destes paises.

3.4.3 - Expressio dos sintomas

P. cinnamomi ataca as raizes das plantas hospedeiras, desenvolvendo-se
posteriormente uma sintomatologia caracteristica, tanto na parte radicular como na parte
aérea da planta.

Em castanheiro e utilizando a descrigdo de GRENTE (1961a), P. cinnamomi,
provoca nas raizes mais finas um enegrecimento, devido a decomposi¢io do cortex,
ficando com aspecto hiimido e apodrecido.

As raizes de maior didmetro também sdo atacadas, evidenciando manchas
enegrecidas, devido a altera¢do da cortex € do cdmbio. O lenho ndo € atingido, mas pode
ficar escurecido devido a oxidagdo da seiva que sai dos tecidos do floema.

Em correspondéncia com esta sintomatologia radicular, manifesta-se na parte
aérea da planta um conjunto de sintomas bastante caracteristicos, embora alguns deles
estejam também associados a outras doengas de origem parasitdria ou fisioldgica.

Sintomatologia evidente ¢ denotando um estado avangado da doenga da tinta
pode ser observada na Fig. 1 (A, B e C) em castanheiros atacados por esta doenga na
regido de Braganca.

FERNANDES (1966), um dos autores que mais estudou a doenga da tinta do
castanheiro em Portugal, descreve como sintomas caracteristicos da doenca na parte aérea
da planta os seguintes:

— folhas amarelecidas e sem brilho que vdo murchando, acabando por cair
premarturamente;
— dessecamento rdpido das folhas (ocorrencia ocasional), que ficam firmemente

agarradas aos ramos, mesmo durante o periodo de repouso vegetativo;



Fig. 1 — Sintomatologia caracteristica da doenca da tinta do castanheiro. A — Ouricos que
ficaram aderentes 2 drvore. B ~ Folhas amarelecidas e sem brilho que vao murchando, acabando por cair
prematuramente. C — Desenvolvimento de ramos junto do colo da planta e abaixo das pernadas principais
numa grvore muito atacada pela doenca.
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— folhas de dimensdes reduzidas (quando os ataques do fungo ocorrem na
Primavera);
— flores masculinas de fraco desenvolvimento que caiem sem ter polinizado as

flores femininas que raramente se formam;

— ouri¢os de pequena dimensao e sem fruto;

— ourigos que ficam aderentes & drvore durante um ou mais anos;

— castanhas muito pequenas e sem caracterfsticas organoléticas;

— desenvolvimento de ramos junto ao colo da drvore e abaixo das pernadas
principais;

— colo da planta com uma mancha escura de contornos irregulares ou em forma

de cunha, quando se destaca a epiderme (ndo € sintoma constante da doenca,
mas quando se observa é quase certo estar a drvore infectada);

— liquido escuro de aparecimento ocasional, semelhante 4 tinta de escrever,
sintoma que deu o nome vulgar a doenga € que se deve a oxidagdo das
substdncias fendlicas que se libertam devido ao crescimento dos tecidos sdos
que dilaceram os tecidos doentes que ndo cresceram.

A sintomatologia provocada por Phytophthora spp. que atacam as raizes.
evidencia-se na parte aérea, quando o processo infeccioso se encontra jd em estado
avancado de evolugdo. Tal facto torna dificil detectar, por sintomatologia, os ataques
precoces destes fungos, tornando as estratégias de luta mais dificeis de aplicar, quando se
pretende actuar ao nivel do hospedeiro.

Alguns investigadores referem que a morte das drvores provocada por
P. cinnamomi, se evidencia acentuadamente em determinados periodos, para depois
ocorrer uma certa “acalmia” na expressdo dos sintomas em que apenas se manifesta
ligeiro declinio. Em Franca, GRENTE (1978) considera que a doenga da tinta passou a
doenga de segundo plano a partir de 1957 ¢ SHEA & BROADBENTE (1987) referem
também este facto em eucalipto e pinheiro na Austrdlia. Atribuem este comportamento ao
facto destas plantas ndo dependerem das raizes superficiais para o equilibrio hidrico e s6
quando as raizes de maior didmetro ¢ o caule sdo invadidos € que ocorrerd a morte da
drvore.

Em plantas jovens de castanheiro a sintomatologia é bastante evidente,
adquirindo as plantas um aspecto amarelecido que rapidamente evolui para necrose e
dessecamento de toda a planta. As folhas ficam pendentes, enroladas e com aspecto seco.
Esta sintomatologia progride rapidamente levando & morte da planta, num periodo de
tempo relativamente curto (Fig. 2, A e B).



Fig. 2 — Sintomatologia do ataque de Phytophthora cinnamomi em plantas jovens de
castanheiro. A — Distribui¢do generalizada da doenca da tinta no viveiro. B — Folhas amarelecidas e
enroladas que rapidamente ficam necrdticas.
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3.4.4 - Bases fisiologicas da patogénese e manifestacao dos
sintomas

As bases bioquimicas da patogénese e indu¢do dos sintomas devidos aos ataques
de P. cinnamomi, sdo ainda pouco conhecidas. Existe, no entanto, uma relago directa
muito préxima entre a destruicio das raizes e a deterioragdo da parte aérea.

WOODWARD et al. (1980), no tdnico trabalho que foi possivel reter na
bibliografia consultada, referem que a manifestacdo dos sintomas na parte aérea do
E. marginata ndo poderd ser explicada apenas pela quantidade de raizes atacadas.
Desempenhardo, possivelmente, um papel importante certas toxinas produzidas pelo
fungo. Estes mesmos autores verificaram que os compostos insoldveis em etanol,
provenientes do filtrado de culturas de P. cinnamomi, induziam murchidao em E. sieberi
e E. cypellocarpa. Concluiram, com base nas caracieristicas quimicas evidenciadas, que
a substincia em estudo seria uma [-glucana muito ramificada.

As substancias produzidas por P. cinnamomi e que induzem murchidio nio
estdo directamente relacionados com os processos de patogénese, mas podem
desempenhar um papel importante na indug¢do de sintomas, tanto mais que as raizes
atacadas, mantém a sua integridade estrutural por um perfodo de tempo suficientemente
longo, que possibilita a difusdo de toxinas para outras partes da planta (WOODWARD e
al., 1980).

KEEN & YOSHIKAWA (1987) consideram que as toxinas € as enzimas
produzidas por estes fungos podem desempenhar um papel importante na colonizagio
dos tecidos, apresentando, no entanto, um papel diferente conforme a espécie de

Phytophthora considerada.

3.4.5 - Disseminacio

Os fungos do solo podem ser disseminados por um largo conjunto de
processos. As espécies que provocam a doenga da tinta, P. cinnamomi e P. cambivora,
produzem ao longo do seu ciclo de vida vdrios tipos de esporos assexuados que
contribuem para uma dispersdo eficiente ao longo do tempo e do espago.

Os esporangios, que nestas espécies ndo se destacam dos esporangiéforos e t€m
dimensdes superiores & maioria dos espagos determinados pelo arranjo das particulas do
solo, ndo serdo facilmente agentes de disseminacdo da doenga. Contudo, em condigdes
favordveis de humidade, germinam indirectamente pela libertagdo de zodsporos com

flagelos, que em meio liquido se movimentam activamente.
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Fragmentos de micélio, clamiddsporos € o6sporos sao também transportados
passivamente pela dgua do solo, disseminando a doenga no sentido da drenagem natural

dos solos e linhas de dgua.

A dispersdo da doenga no campo, em forma de mancha de 6leo e no sentido do
declive do terreno, torna evidente este tipo de dispersdo associado ao movimento de
drenagem natural da dgua do solo.

Outro processo de dissemina¢do da doenca estd relacionado com as
movimentacdes do solo e restos vegetais infectados que ocorrem devido as operagdes
culturais realizadas em agricultura e nas florestas.

A existéncia de indculo infeccioso na terra ou nos substratos do material de
propagacdo, € particularmente grave e desempenhard um papel importante na dispersdo da
doenga. E, afinal, assim que os propdgulos sdo transportados a grandes distdncias e
atingem dreas cada vez maiores. Também as movimentagdes de terra, incluindo a que
adere ao equipamento utilizado nas operagoes culturais, transportado para a construgdo de
estradas ou que ocorre devido ao simples deslocar dos animais selvagens (como acontece
com os javalis que KLIEJUNAS & KO (1976) verificaram serem agentes activos de
disseminagdo da doenga) constituirdo processos eficientes de disseminagdo da doenga.

3.4.6 — Saprofitismo e sobrevivéncia

3.4.6.1 - Classificacio ecoldgica

As espécies de Phytophthora que se desenvolvem no solo, sdo classificadas sob
o ponto de vista ecolégico como fungos do solo, possuindo a capacidade de infectar as
raizes em determinadas condigdes e por isso incluidas nos parasitas ndo especializados
segundo a classificagdo de GARRET (1970).

Quanto ao comportamento saprofitico de P. cinnamomi a opinido ndo € un@nime
entre os diferentes investigadores. HWANG & KO (1978) consideram este parasita como
um fungo com elevada capacidade de competigdo saprofitica, baseados no facto de ter
colonizado 52% dos fragmentos de matéria orgdnica, quando a sua populagdo era apenas
de 10 clamidésporos/g de solo. Opinido que coincide com a de ZENTMYER &
MIRCETICH (1966), que em condigdes de elevada humidade, préximo das condigdes de
saturacdo, verificaram que P. cinnamomi colonizava elevada percentagem de fragmentos
de matéria orgéinica.

MARKS et al. (1975), no entanto, consideram-no como um parasita com
sobrevivéncia saprofitica, uma vez que sobrevive nos tecidos que jd tinha colonizado
quando o hospedeiro estava vivo ¢ SCHMITTHENER (1970) refere que nenhum grupo de
Phytophthora é capaz de colonizar tecidos jd invadidos por outros microrganismos.
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MARKS et al. (1975), no entanto, consideram-no como um parasita com
sobrevivéncia saprofitica, uma vez que sobrevive nos tecidos que jd tinha colonizado
quando o hospedeiro estava vivo e SCHMITTHENER (1970) refere que nenhum grupo de
Phytophthora € capaz de colonizar tecidos jd invadidos por outros microrganismos.

ZENTMYER (1980), na sua tdo conhecida monografia sobre P. cinnamomi,
atribui-lhe reduzida capacidade de competigdo saprofitica.

Para além da colonizagdo saprofitica, manifestando maior ou menor capacidade
de competi¢do saprofitica em fung¢do das condi¢des ambientais, P. cinnamomi sobrevive
ainda, infectando outros hospedeiros e formando estruturas de resisténcia, nomeadamente
os clamidosporos € os odsporos. Estas estruturas de resisténcia que possuem dorméncia
constitutiva ou imposta por condi¢des exteriores, constituem uma reserva de inéculo, que
se mantem no solo por prolongados periodos de tempo.

3.4.6.2 — Sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro

A sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro depende primariamente da humidade.
SHEA et al. (1980), isolaram P. cinnamomi de raizes de Banksia grandis, dois anos
depois da sua morte. Concluiram que o sistema radicular e os tecidos do caule e do colo
das plantas seriam locais de reserva de grande quantidade de in6culo que se encontraria
mais protegido das condic¢des adversas do meio e por isso aumentaria as hipéteses de
sobrevivéncia. WESTE (1987), verificou também, que o fungo se mantem nas raizes mais
finas, mas o tempo de sobrevivéncia depende das condigdes de humidade em que os
tecidos se encontram.

Este tipo de sobrevivéncia saprofitica, ou seja, a colonizagdo dos tecidos
atacados quando o hospedeiro estava vivo, possibilita ao fungo um desenvolvimento com
alguma vantagem em relagdo aos outros microrganismos do solo, devido a maior
afinidade com o substrato e porque inicialmente se encontra liberto da competi¢éo de

Outros Organismaos.
3.4.6.3 - Sobrevivéncia na auséncia do hospedeiro

3.4.6.3.1 - Clamiddésporos

Os clamidésporos em cultura axénica sé se conhecem em P. cinnamomi,
representando nesta espécie a estrutura vegetativa de sobrevivéncia mais importante no
solo.

HWANG & KO (1978) verificaram que os propdgulos dominantes em pomares
de abacateiro eram os clamiddsporos livres, encontrando-se embebidos na matéria
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orginica nos solos florestais de Metrosideros collina. Verificaram ainda que, em solo
hdmido, o nimero de clamiddsporos detectados pelo método da diluigdo de solo em meio
selectivo diminuia ao longo do tempo até desaparecer ao fim de um ano. Em condigdes de
saturagdo de solo o periodo de deteccdo de clamiddésporos € substancialmente reduzido

nao indo além de trés meses.

Os clamidésporos formam-se no solo ou nos tecidos infectados durante os
perfodos de menor humidade. Podem adquirir um estado de dorméncia imposta ou
germinar directamente por meio de tubos germinativos dando origem a micélio que
posteriormente dard origem a espordngios ou novos clamidésporos. Este ciclo poderd
manter-se durante cinco anos, desde que existam condigdes nutritivas adequadas e a
populagdo microbiana ndo seja muito competitiva (WESTE, 1987).

Ainda segundo este autor, os clamidésporos ndo podem ser considerados como
esporos de resisténcia que estaticamente sobrevivem no solo, mas sim como uma
populagdo que se transforma noutro tipo de propdgulos ou mesmo em mais
clamidésporos, possibilitando assim um aumento enorme da populacio de propdgulos no
solo.

3.4.6.3.2 - Qosporos

P. cinnamomi ¢ P. cambivora sdo espécies heterotdlicas, com hifas Aj e A2
(GALINDO & ZENTMYER, 1964), formando-se os odsporos - orgdos de reprodugdo
sexuada — por conjugacdo de micélio compativel ou por pareamento com culturas
interespecificas. P. cinnamomi, predominantemente A2 forma odsporos por pareamento
com P. cryptogea ; P. cambivora por pareamento com P. parasitica.

Em determinadas condi¢des, P. cinnamomi comporta-se como homotalica, ou
seja, tem a capacidade de formar esporos sexuados. Esta situagdo estd associada a
estimulos quimicos, produzidos por extractos de raiz de abacateiro ou devido a presenca
de Trichoderma viride (ZENTMYER, 1980).

Os odsporos sao considerados constitutivamente dormentes e a sua germinacio
estd dependente de condig¢des muito especificas. Porque podem germinar depois de
diferentes periodos de dorméncia, constituirdo uma reserva de inéculo que se mantem no

solo por periodos de tempo muito longos.

3.4.6.3.3 - Zodsporos e zoésporos enquistados

Os zodsporos sdo geralmente considerados como estruturas pouco resistentes is
condigdes adversas e por essa razdo possuem um periodo de sobrevivéncia relativamente
curto.
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HWANG & KO (1978) determinaram um periodo de sobrevivéncia de trés
semanas para os zodsporos de P. cinnamomi, mas estes esporos assexuados, por terem a
capacidade de infectar outros hospedeiros, sem que estes evidenciem sintomas, poderdo

aumentar o periodo de sobrevivéncia do fungo no solo.

Os zodsporos enquistados parecem ter um comportamento no solo semelhante
ao dos clamidésporos (WESTE, 1987), mas com um periodo de sobrevivéncia mais

reduzido.

3.4.7 - Estratégias de sobrevivéncia

Um patogénio que pela via saprofitica se mantém no solo, na auséncia dos seus
hospedeiros, possui em relagdo aos organismos biotréficos vantagens considerdveis.

P. cinnamomi com uma fase parasitica e uma fase saprofitica, com um elevado
nimero de hospedeiros, capaz de se multiplicar rapidamente de forma assexuada na
auséncia de hospedeiros e que em determinadas condigdes de temperatura ¢ humidade
consegue competir com outros organismos na colonizacdo de matéria orginica, terd a

capacidade de se manter no solo por periodos de tempo muito longos.

Para além destes atributos, P. cinnamomi possui ainda, o que WESTE (1987),
denominou “fail-safe device”, trata-se dum processo de sobrevivéncia e adaptagio
relacionado com a capacidade dos propdgulos germinarem de forma diferente e de se

transformarem noutro tipo de propdgulos em fungdo das condigoes ambientais.

Os espordngios podem germinar directamente por meio de tubo germinativo ou
indirectamente por formagdo de zodsporos, que depois de libertos se podem movimentar
para locais mais favordveis ao seu desenvolvimento.

Os zoésporos enquistam € o tubo germinativo pode penetrar na raiz ou pode

produzir um micro-espordngio, do qual emerge novo zodsporo.

Os clamidésporos, por outro lado, germinam produzindo micélio e mais
clamidésporos, ou germinam, dando origem a espordngios e zodsporos. A produgdo de
um espordngio por um clamidésporo constituird um processo eficiente para prolongar o
perfodo de sobrevivéncia e encontrar hospedeiros.

O tipo de germinagdo e desenvolvimento posterior dos propdgulos depende das
condic¢des exteriores, constituindo assim um extraordindrio processo de evolugdo que
contribuiu decisivamente para o seu sucesso como patogénio. Alguns destes processos
alternativos de germinag@o dos clamidésporos e dos espordngios, podem ser observados
na Fig 3 (A, B e C). Todas as estruturas foram obtidas em condi¢des laboratoriais e
observaram-se um més depois de se terem formado em extractos de terra esterilizados ou

na solucéo de Petri.
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Fig. 3 — Processos alternativos de germinagio dos clamid6sporos e esporingios de
Phytophthora cinnamomi. A — Germinagao de um clamidésporo pela emissdo de hifas germinativas
(x 400). B — Germinagdo de um clamidésporo dando origem a um microclamiddsporo (x 400).
C — Germinagio directa de um esporingio de Phytophthora cinnamomi (x 400).
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Esquematicamente, € com base nos processos descritos pelos diferentes autores,
representa-se na Fig. 4 o ciclo infeccioso de P. cinnamomi. Apesar de complexo, poderd
ainda ndo considerar todas as hipéteses alternativas de germinagdo e desenvolvimento dos
propégulos.

A doenca da tinta do castanheiro tem caracteristicas semelhantes as doengas
provocadas por P. cinnamomi no abacateiro e no eucalipto noutros climas mediterrinicos
designadamente na Califérnia (EUA) e Sudoeste da Austrdlia. Este facto leva-nos a
considerar o ciclo infeccioso de P. cinnamomi em castanheiro semelhante ao indicado no
esquema da Fig. 4, apresentando, igualmente neste hospedeiro, elevada capacidade de
sobrevivéncia e adapta¢do as condi¢cdes ambientais que lhe permitem uma acgdo
parasitdria eficiente, persistente ¢ sistemdtica.
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Fig. 4 — Provdvel ciclo infeccioso de Phytophthora cinnamomi.
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3.5 - Epidemiologia. Algumas consideracdes em Phytophthora

3.5.1 - Desenvolvimento epidémico

Muitas doengas radiculares cuasadas por espécies de Phytophthora,
nomeadamente P. parasitica (Dast) var. nicotianae (KANNWISCHER & MITCHEL, 1978),
P. parasitica (NEHER & DUNIWAY, 1991) e P. capsicum (RISTAINO, 1991), estio
epidemiologicamente englobadas nas doengas de ciclos multiplos por terem mais de um
ciclo infeccioso durante o desenvolvimento anual de uma cultura.

P. cinnamomi, por possuir a capacidade de produzir elevado nimero de
zodsporos num periodo de tempo muito curto, capaz de produzir varios tipos de esporos
assexuados ao longo do seu ciclo de vida e com a capacidade de alterar a evolugdo do
processo germinativo em fungdo das condigbes ambientais, tem a capacidade intrfnseca
de, rapidamente, aumentar o nimero de propdgulos no solo se as condi¢des lhe sdo
favordveis.

O modelo matemdtico que representa a evolugdo deste tipo de doengas expressa-
-se pela férmula,
Xr= xpett 1)

que de uma forma simplificada traduz as complexas interacgdes dos factores, que
determinam a evolucdo de uma doenga de tipo policiclico, sendo:

xt —quantitaivo da doenca no tempo t

Xp —quantitativo inicial de doenga (no tempoe t = ()

¢ — base dos logaritmos naturais

r —taxa exponencial do aumento da doenga

¢ — intervalo de tempo durante o qual hospedeiro e agente patogénico interactuam

Porque os agentes patogénicos de tipo policiclico produzem indculo efectivo
para a infecgdo de novos tecidos ou de outras plantas hospedeiras durante o perfodo de
desenvolvimento epidémico, VAN DER PLANK (1963), denominou as doengas que lhe

estdo associadas de “‘compound interest diseases”, devido a semelhancga com os juros
compostos nos investimentos de capital.

3.5.2 — Determinacido dos parimetros do modelo

Para estudar o desenvolvimento epidémico destas doengas € necessdrio
determinar os parimetros do modelo: xp e r da equacdio (1). A transformagdo logit que
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se obtém substituindo a propor¢do da doenga (X) por In [X/(1-X)] permite obter uma
recta de equagao:

X \_ Xp
In (ﬁ)—m +TIt

cujo declive € r, definido por VAN DER PLANK (1963) como taxa aparente de infecgdo
(Fig.5).

1.0 —+4.0

= . — 0.0

Proporgao da doenga (x)

s -4.0

>
o
I
,

|

Tempo

Fig. 5 — Representagdo grifica da progressdo das doengas de tipo policiclico (—) e
transformagio logit da proporgao de doenga (—-- ), ao longo do tempo (MACKENZIE et al.. 1987).

A taxa aparente de infecco (r) traduz a rapidez do avango epidémico ao longo
do tempo, podendo ser utilizada para comparar o efeito de vdrias estratégias de luta,
conhecer a agressividade do parasita e a resisténcia do hospedeiro num determinado
ambiente. A este propdsito, € sempre que 0 objectivo esteja para além do mero cdlculo do
valor de r, convém ter presente as limitagdes do método comparativo conforme €
discutido por FULTON (1979).

MACKENZIE er al. (1987) consideram o processo epidemioldgico de
P. cinnamomi no abacateiro dificil de classificar, por ndo existirem dados que permitam
determinar analiticamente a natureza epidemiolégica desta doenga. Incluiram-na, no
entanto, com base no processo de dispersdo e desenvolvimento da doenga, nas doengas
de tipo policiclico.

A doenca da tinta do castanheiro € epidemiologicamente semelhante ao declinio
do abacateiro, com uma dispersdo associada ao movimento da dgua de drenagem do solo
e possivelmente iniciar-se-4, como ZENTMYER (1980) também refere no abacateiro,
através de material vegetal infectado. Razdes pelas quais poderd ser incluida no mesmo
tipo de desenvolvimento epidémico.

Nos viveiros de castanheiro a progressdo da doenga da tinta é muito mais rdpida,

estando directamente associada as condi¢des ambientais mais favordveis ao
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desenvolvimento destes parasitas e & proximidade das plantas que proporcionam maior

possibilidade de contacto entre o indculo e as rafzes do hospedeiro.

3.5.3 - Dinamica populacional dos agentes patogénicos
policiclicos

Nos agentes patogénicos policiclicos a quantidade do indculo depende do
nimero de geragdes — ciclos de patogénese, que ocorrem durante o desenvolvimento
anual do hospedeiro. O periodo de tempo necessirio para que novo ciclo de patogénese
ocorra depende, no entanto, da populagfo hospedeira e das condi¢des ambientais. O
perfodo de laténcia — espago de tempo entre a infecgfo e a produgdo de indculo — serd
tanto mais curto quanto mais favordveis forem essas condigdes e mais susceptivel for o
hospedeiro. Porque estes factores sdo t3o determinantes no desenvolvimento do parasita,
FRY (1982) refere que, em condi¢des especialmente desfavordveis, agentes patogénicos
policiclicos podem ter apenas uma gera¢io no ciclo anual do hospedeiro.

O aumento de uma populagdo de patogénios de tipo policiclico ao longo do
tempo € representada por FRY (1982) come o indicado na (Fig.6), onde A, B e C

representam a quantificagdo do indculo ao longo dos diferentes ciclos de patogénese:

A — populacdo de patogénio avaliada apenas uma vez em cada geragédo
B — populagdo de patogénio avaliada vdrias vezes ao longo de uma geragdo

C — populagdo de patogénio avaliada continuamente, devido a sobreposi¢édo de

geragoes.
(C)
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8
= (A)
b=}
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Fig. 6 — Dinamica populacional de um agente patogénico do tipo policiclice (FRY, 1982).

Se o agente patogénico sobrevive durante muito tempo ou se a doenga se
desenvolve ao longo de vdrios anos, como acontece em algumas doengas das plantas

perenes, o indculo aumenta de ano para ano. O parasita, apresenta entio, considerando
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vdrios anos um desenvolvimento de tipo exponencial independentemente do seu
desenvolvimento durante o ciclo anual da cultura. ZADOKS & SCHEIN (1979)
denominaram estes agentes patogénicos como “Polyetic pathogens”, podendo a evolugio
populacional ser observada na Fig. 6 (A), se no eixo das abcissas o tempo for
considerado em anos e ndo em nimero de gera¢des anuais.

3.5.4 — Principais factores ambientais de patogénese em
P, cinnamomi

Na bibliografia da especialidade ndo existem dados que possibilitern uma andlise
epidemiolégica das doengas provocadas por P. cinnamomi. No entanto, sido
frequentemente analisados os factores de patogénese. Os estudos publicados sobre o
efeito das condi¢des ambientais no desenvolvimento das doengas provocadas por
P. cinnamomi sdo muitos € variados, pelo que os factores aqui abordados apenas t&m
como objectivo caracterizar as condigdes ambientais determinantes do desenvolvimento

epidémico.
3.5.4.1 - Humidade do solo

O excesso de dgua no solo € considerado factor principal no desenvolvimento
das doengas provocadas por P. cinnamomi, aparecendo referenciado em praticamente
todas as situagdes epidémicas originadas por este agente fitopatogénico. A importincia
deste factor estd bem documentada pelo facto de ter sido considerado como a causa
responsdvel pela morte das drvores, quando ainda nio se conhecia a etiologia da doenga.

A dgua desempenha um papel primordial na biologia do fungo. E necesséria a
presenca de dgua livre para a formagio dos esporingios e para a libertagio e dispersio
dos zodsporos (ZENTMYER, 1981).

Por outro lado, o excesso de dgua no solo actua directa ¢ indirectamente no
hospedeiro e na interacgdo hospedeiro/parasita. As condi¢des de anaerobiose existentes
nestes solos provocam no hospedeiro uma maior exsudagao radicular, proliferacdo de
rajzes secunddrias, alteragdes nos processos fisiolégicos de lenhificaco e suberizacio e
ainda alteracdes nos mecanismos de defesa da planta. Estes processos contribuem para o
enfraquecimento do hospedeiro, criando condi¢des de predisposi¢do a doenga, tanto mais

que nesta situacdo os agentes patogénicos sdo favorecidos pelas condigdes ambientais.

Os exsudados radiculares promovem a germinagdo dos propdgulos de
sobrevivéncia e a presenga de dgua faz com que o fungo, rapidamente, produza grande

quantidade de zodsporos que mais facilmente sdo atraidos para as raizes pelos processos

37



de quimiotaxia € quimiotropismos. O processo de infecgdo ficard, desta forma, mais
facilitado devido ao enfraquecimento geral da planta.

3.5.4.2 — Temperatura

P. cinnamomi € directamente influenciada pela temperatura do solo, existindo
uma ligagdo estreita entre o crescimento do micélio € a produgdo de esporingios com a
temperatura € com o desenvolvimento da doenca.

O efeito da temperatura na patogénese € geralmente indicada em termos gerais,
aparecendo as temperaturas moderadas como as que mais favorecem a infecgdo.
ZENTMYER (1981) verificou que em abacateiro a infec¢io de P. cinnamomi ocorria dos
15 aos 27°C, situando-se o dptimo acima dos 21°C, néo ocorrendo infecg¢do, no entanto,
se a temperatura do solo era mantida a 33°C.

Estes valores indicam, segundo o autor referido, que os periodos mais
favordveis para a infec¢do nas condigdes da Califérnia, ocorrem no fim da Primavera —
inicio do Verao e no Outono quando as temperaturas sdo suficientemente elevadas. Este
mesmo autor refere ainda que as temperaturas maxima € minima podem variar com o
hospedeiro considerado e WESTE (1987) refere que, devido a interacg¢do com outros
factores de patogénese, os valores da temperatura tém apenas um valor relativo e ndo

absoluto.

3.5.5 - Relacao entre densidade de inéculo e incidéncia da doenca
em Phytophthora

A interelacdo entre indculo e desenvolvimento de doenga, indculo potencial, ndo
€ um tema pacifico entre os fitopatologistas que estudam as doengas radiculares.

Este conceito nem sempre teve o mesmo significado e foi definido de forma
diferente ao longo do tempo por diversos investigadores, reflectindo, em parte, a
dificuldade que existe em relacionar a densidade de inéculo e incidéncia da doenga
originada por agentes patogénicos do solo. Este tema foi analisado com algum pormenor
por FERRAZ (1990).

Nas doencas provocadas por P. cinnamomi as condigdes ambientais que
promovem o desenvolvimento epidémico aparecem, na bibliografia, directamente
associadas ao efeito desses factores no agente patogénico. No entanto, ndo sdo frequentes
os estudos que relacionem a densidade de inéculo com a incidéncia ou severidade da
doenca.

Os primeiros dados quantitativos foram determinadas por HENDRIX &
KUHLAMAN (1965) utilizando o método da dilui¢do de solo em meio de Kerr modificado.
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Com este método obtiveram 1-30 propdgulos/g de solo, quando a incidéncia da doenga
em viveiros de Abies fraseri era elevada. Outros processos de quantificagdo, como a
utilizagdo do indice de densidade populacional de TSAO (1960) foram também utilizados
por MAKS et al. (1972), que obtiveram valores mais elevados nos locais de forte
incidéncia de*“dieback™ no eucalipto.

Valores deste tipo ndo podem, no entanto, ser relacionados com os valores de
inéculo inicial que determinam a progressdo epidémica da doenga por serem avaliados
numa fase adiantada do desenvolvimento da doenga.

Para avaliar o efeito do indculo inicial no desenvolvimento epidémico das
doengas provocadas por Phyfophthora spp. do solo realizaram-se, mais recentemente,
estudos em condigdes ambientais definidas, que permitiram quantificar, de forma mais
precisa, esta relagdo.

STERNE et al. (1977) estudaram por este processo o efeito do potencial de matriz
(Wm) no desenvolvimento da doenga provocada por P. cinnamomi em Persea indica.
Inocularam o solo com quantidades conhecidas de clamidésporos, fragmentos de micélio
ou raizes infectadas. Obtiveram percentagens de infeccao significativamente diferentes
para os diferentes Yy, testados (0; -0,1; -2,5 bar), mas muito semelhantes para os vdrios
tipos de inéculo quando o Yy, apresentava o mesmo valor. Verificaram ainda que a
inoculagdo com 4 ou 16 fragmentos de micélio/g de solo seco ndo alterava a percentagem
final de abacateiros afectados pela doenca.

A relacdo entre densidade de indculo e incidéncia de doenca aparece referida na
bibliografia noutras interac¢des hospedeiro/Phytophthora para avaliar outros factores
determinantes do processo epidémico. RISTAINO (1991) estudou o efeito das condigoes
culturais no desenvolvimento da doenga provocada por P. capsici em Capsicum annum
tendo verificado que densidades de inéculo inferiores a 1 propdgulo/g de solo seco eram
suficientes para o desenveolvimento epidémico da doencga, sendo a incidéncia final da
doenga independente da densidade de indculo inicial. Jd na interacgio
P. parasiticalLycopersicon esculentum a incidéncia da doenga aparece com um valor
directamente proporcional a densidade de indculo inicial (NEHER & DUNNIWAY, 1991).
Estes autores obtiveram um desenvolvimento epidémico mais rdpido e maior incidéncia
final da doenga quando a quantidade de indculo inicial era mais elevada.

KANNWISCHER & MITCHELL (1978) obtiveram severa infec¢do em plantas de
tabaco, com 93 a 100% de mortalidade quando a densidade de indculo de P. parasitica
(Dast.) var. nicoriana era apenas 0,5 propdgulos/g de solo seco, tendo verificado que o
fungicida metalaxil, para este nivel de indculo, evitava o desenvolvimento da doenga
quando se aplicavam 50mg de metalaxil/g de solo seco.

A resisténcia do hospedeiro pode também ser avaliada utilizando esta relagido
pois permite quantificar, de forma mais rigorosa, a quantidade de inéculo utilizada em
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cada planta. E, no entanto, necessario determinar previamente a densidade de inéeulo que
permite avaliar a resisténcia, ou seja, a densidade de indculo que nfo origina, no
hospedeiro considerado, 100% ou 0% de infeccdo como o indicado nas interac¢des
P. cinnamomi/Pinus por FRAEDRICH et al., (1989) e em P. megasperma var soja/ soja
por EYE er al. (1978).

A densidade de indculo inicial € utilizada em alguns modelos de previsdo da
severidade da doenga, nomeadamente em doencas do solo causadas por agente
patogénicos monociclicos ou policiclicos com um nimero reduzido de ciclos de
patogénese. Através destes modelos a quantificagio do indculo antes da plantagc@o permite
avaliar o risco para a cultura a instalar ¢ as medidas de luta que devem ser implementadas
para reduzir esse risco.

No caso de Phytophthora spp. do solo a aplicagdo destes modelos estd ainda
longe de ser utilizada em situagdes praticas. Porque ndo existem dados quantitativos que
permitam clarificar o processo epidemiolégico € os factores que o determinam e porque
os métodos de isolamento e quantificagdo ndo sdo suficientemente sensiveis para detectar
nivels muito baixos de in6culo no solo. Acrescenta-se, ainda, o facto da distribuigio
espacial dos propdgulos no solo nfo ser bem conhecida, o que dificulta a realizacdo de
amostragens estatisticamente adequadas.

3.5.6 - Utilizacdo dos modelos matematicos na avaliacdo das
diferentes estratégias de luta

A aplicagdo dos modelos matemdticos nos estudos epidemiolégicos além de
permitir identificar a natureza global do processo infeccioso e dos factores que o
determinam, permite ainda avaliar o efeito das diferentes estratégias de luta utilizadas para
impedir o desenvolvimento epidémico da doenga.

FRY (1982) utilizou 0 modelo exponencial da doenga, proposto por VAN DER
PLANK em 1963, para avaliar o efeito no desenvolvimento epidémico quando
hipoteticamente alterava a quantidade de indculo inicial (xg) e a taxa aparente de infeccio
(r). Concluiu que, nas doenca com rdpido crescimento exponencial, s¢ a redugdo da taxa
aparente de infecgdo impedia o avango da doenga, tendo, nesta situagdo, a diminui¢io do
inéculo inicial um efeito reduzido. Mas se a taxa aparente de infecgdo € baixa ou
moderada (r <0,2), a reducio do inéculo inicial pode, de forma adequada, suprimir a
doenga.

Nas doengas provocadas por agentes patogénicos do solo com comportamento
de tipo policiclico os estudos que utilizam este tipo de andlise sio em nimero muito
reduzido. A taxa aparente de infecgio (r) € apenas referida para a interacgido P. parasitica
(Dast.) var. nicotiana /Nicotiana tabacum, apresentando um valor de r = 0,08 a
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0,11/unidades/dia, nas condig¢des descritas por KANNAWISCHER & MITCHELL (1978),
quando avaliaram o efeito da aplicagdo do metalaxil no desenvolvimento da doenga. No
entanto, referem que a andlise por eles realizada deve ser vista como uma tentativa de
interpretacdo, através da transformacéo logit dos dados, que € aceite para este tipo de
doencas.

O efeito do indculo secunddrio disperso pela dgua e pelo solo infectado ndo foi
guantitativamente avaliado em nenhuma situagfio epidémica provocada por Phytophthora
spp. do solo, o que possivelmente estd relacionado com a dificuldade em identificar o tipo
de propdgulos envolvidos no processo infeccioso utilizando as técnicas de isolamento
actualmente disponiveis. SHEA & BROADBENT (1987) referem mesmo a necessidade de
se desenvolverem mais estudos na drea da epidemiologia das Phytophthora spp. do solo,
para elucidar as interac¢Bes que se estabelecem entre o hospedeiro e o agente patogénico
ao longo do tempo. Sé assim, segundo estes autores, os meios de luta a implementar

limitardo eficientemente a evolucdo da doenca.

3.6 — Meios de luta

Os meios de luta utilizados contra Phytophthora spp. que atacam as raizes séo
muitos e diversificados, podendo incidir directamente na populagdo patogénica existente

no solo ou visar directamente o hospedeiro jd afectado pela doenca.

Para reduzir o indculo inicial podem realizar-se tratamentos ao solo através de
processos quimicos, biolégicos ou culturais e utilizar material de propagacdo isento
destes agentes patogénicos. A taxa aparente de infec¢do serd reduzida pela utilizagfo de
plantas resistentes e pela aplicacdo de fungicidas que condicionam o desenvolvimento da

doenga.

Os agentes patogénicos que causam a doenga da tinta do castanheiro provocam
uma situagdo epidémica de dificil solu¢do. E esta realidade terd de ser encarada tanto do
ponto de vista sanitdrio como econdmico, porque sdo fungos que se desenvolvem num
hospedeiro que ocupa o terreno durante um longo periodo de tempo € que tém a
capacidade de sobreviver no solo guase indefinidamente, tanto pela via saprofitica como
pela infecgdo de outros hospedeiros.

As medidas de protec¢do a implementar no combate a esta doenga nao devem ser
encaradas como meros processos alternativos de luta, mas como processos
complementares de defesa, cujo objectivo final € a protec¢do da cultura durante o
prolongado periodo de tempo que ocupa o solo.

O desenvolvimento de uma filosofia de Protecgdo Integrada para a doenga da
tinta do castanheiro poderd conduzir a solugfo deste grave problema sanitdrio, que desde

0 seu aparecimento conduziu a degradagdo e morte dos soutos.
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Os mesmos principios devem ser implementados logo nos viveiros de
castanheiro para evitar a propagacdo da doenga para dreas cada vez maiores, através da
utilizagdo de material vegetativo infectado.

As caracteristicas bioldgicas e epidemioldgicas dos agentes patogénicos,
envolvidos na doenga da tinta, impdem o recurso a utilizacdo de meios de protecgdo que
integrem, de forma adequada, os meios de luta culturais, biolégicos, genéticos e

quimicos.

3.6.1 — Meios de luta a implementar nos viveiros

As medidas sanitérias e de quarentena sdo geralmente consideradas inadequadas
para prevenir as doengas provocadas por Phytophthora spp., porque estes fungos uma
vez introduzidos no solo, rapidamente se multiplicam e disseminam. ZENTMYER (1980),
MACKENZIE et al. (1987) e SHEA & BROADBENT (1987) consideram, no entanto, que o
valor destas medidas foi sub-estimado, devendo ser implementadas mesmo nas dreas
onde a doenga se encontra presente, para evitar a dispersdo generalizada destes parasitas.

A produgdo de material de propagagio, obtido por semente ou por multiplicagdo
vegetativa, isento de inéculo de P. cambivora efou P. cinnamomi, € assim um requisito
bdsico para a protecc¢do do castanheiro em relag@o a doenca da tinta. Infelizmente, tdo facil
e vdlido requisito quase ndo tem expressdao em Portugal. Na verdade, uma parte
importante dos novos soutos, instalados nos ultimos anos, assenta em material produzido
por via seminal, proveniente de campos afectados ou suspeitos de estarem afectados pela
tinta.

As técnicas utilizadas nos viveiros de castanheiros incluem pelos processos
cldssicos, a estratificagdo da semente em silos a sementeira das castanhas que tenham
emitido radiculas vigorosas e sds no semindrio e repicagem para o plantdrio depois de um
ano de crescimento. Quando da instalagdo dos povoamentos € aconselhado, pela
generalidade dos autores, utilizar plantas com 2 a 4 anos de idade.

MAIA (1988) verificou que a utiliza¢do de plantas com 2 anos de crescimento no
semindrio, sem repicagem, proporcionava maior produtividade (acréscimo de volume ou
peso) do que a utilizagdo de plantas com apenas 1 ano de crescimento, embora o ndmero
de falhas no pegamento fosse semelhante para as duas modalidades ensaiadas.

As técnicas cldssicas de producdo de plantas de castanheiro exigem a aplicagio de
medidas sanitdrias que impegam a contaminagdo do solo com Phytophthora cinnamomi
nas diferentes fases de produgio de plantas, como alids acontece noutros hospedeiros
também atacados por este fungo fitopatogénico. COFFEY (1987) propde, para a
multiplicagdo do abacateiro, o tratamento das sementes com dgua quente a 48-50°C
durante 30 minutos, utilizagdo de substratos esterilizados pelo calor ou por fumigagdo e
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utilizagdo de solos com boa capacidade de drenagem para que o risco de encharcamento
seja minimo. Além disso, considera que os locais de multiplicagdo devem ser vedados,
para restringir o acesso, providenciando-se para que o cal¢ado seja limpo e desinfectado
antes de entrar na zona dos viveiros.

Na multiplica¢io clonal, processo actualmente mais utilizado nesta espécie, o
mesmo autor refere a necessidade de se fazerem tratamentos quimicos ao solo do
plantério com produtos quimicos, devendo ainda realizar-se periodicamente testes de
deteccdo de P. cinnamomi, tanto nas plantas como nos solos e substratos utilizados no
processo de propagacio.

FERNANDES (1966) aconselha para o tratamento de viveiros de castanheiros
infectados com a doenga da tinta a aplicagdo de sulfato de cobre a 2-4%, além do arranque

e queima de todas as plantas mortas ou com sintomas do mal.

TELHADA (1988) citando outros autores, refere que, quando num semindrio
aparecem plintulas mal desenvolvidas que revelem sintomas de ataque de Phytophthora
spp. € aconselhdvel destruir a totalidade das plantas e n@o tentar aproveitar as que se
encontrem aparentemente sas.

Se as medidas sanitdrias que impedem a dispersdo do indculo nos viveiros
podem ser facilmente implementadas, a obtengdo de solos isentos de propdgulos do
agente patogénico € mais problemdtica, porque os métodos de desinfestacdo do solo
apresentam algumas limitagoes.

Para obter plantas de castanheiro isentas de P. cinnamomi € P. cambivora nas
condigOes prevalecentes nos viveiros em Portugal, seria conveniente introduzir as
medidas sanitdrias bdsicas para impedir a dispersdo do indéculo, nomeadamente a
desinfecgdo periddica do equipamento agricola utilizado nos viveiros e a desinfecgdo do
calgado e rodas dos veiculos que tém acesso a essa zonas. Para além destas medidas
elementares seria ainda aconselhdvel a desinfeccdo das sementes utilizadas na
multiplicacdo e a adop¢do de substratos esterilizados no processo de estratificacdo das
sementes.

No semindrio e no plantério devem realizar-se desinfesta¢ges periddicas do solo,
para evitar a instalag@o e multiplicagdo dos parasitas responsaveis pela doenga da tinta e
todos os solos e substratos utilizados na propagagdo clonal do castanheiro devem ser
desinfectados.

Na desinfestagdo do solo, processo fundamental para a obtencdo de plantas
isentas de propédgulos, colocam-se algumas dificuldades de realizagdo pritica, apesar de
muitos métodos alternativos poderem ser aplicados. ZENTMYER (1980) refere que os
fumigantes Vapan, DD, Telone e brometo de metilo eliminam ou reduzem drasticamente a
populagdo de P. cinnamomi, quando usados em doses elevadas e em solo onde o
fumigante se expande sem dificuldade.



Os efeitos adversos deste tipo de tratamento do solo séo, desde hd muito tempo,
conhecidos. Conduzem com frequéncia ao aparecimento de outras doengas (devido a
destruicdo dos antagonistas) ao fenémeno do vdcuo bioldgico que possibilita uma
reinfestagdo mais severa do solo e a alteragdes quimicas e nutricionais que se manifestam
nos fenémenos de fitotoxicidade.

O tratamento do solo, como refere BAKER (1970), € mais do que simplesmente
matar organismos. Deve promover o equilibrio microbiolégico do solo que mais favorega
e defenda as plantas dos agentes patogénicos. A utilizagio de meios de luta menos
drédsticos, € de facto a via de desenvolvimento a seguir nos processos de tratamento do
solo, sendo a técnica da solarizacfio, quando eficaz, o meio de luta recomendado tanto do

ponto de vista econémico como ecoldgico.

3.6.1.1 -~ Solarizacao do solo

A solarizagdo € um método de desinfestacio do solo utilizado com sucesso como
meio de luta contra agentes patogénicos do solo e infestantes. Consiste na aplicagio de
um filme de polietileno transparente de reduzida espessura, em solos previamente
humedecidos e durante as épocas de maior insolagao.

O aumento da temperatura do solo e as alteracdes de natureza quimica, fisica e
biolégica que af ocorrem sdo os factores considerados responsdveis pela eliminagdo ou

enfraquecimento dos agentes patogénicos.

A elevagdo da temperatura do solo, conseguido através da técnica da solarizacdo,
depende das suas caracteristicas fisicas, das condi¢es climdticas, da duragdo da
exposigdo a radiagdo solar e da humidade do solo (DEVAY & KATAN, 1991).

O declinio das populagdes microbianas varia com a temperatura € com o tempo
de exposicdo, pardmetros que se relacionam de forma inversa (KATAN, 1981).

Para os fungos mesofilicos, & temperatura de 37°C, sdo necessdrias 2 a 4
semanas de exposi¢do para eliminar 90% dos propdgulos (LDgg), enquanto a 47°C
apenas ¢ necessdrio um perfodo de 1 a 6 horas (PULLMAN et ¢l., 1981). Os fungos mais
sensiveis & elevagdo da temperatura, onde P. cinnamomi se inclui, ficam inactivados a
temperaturas ainda mais baixas.

BARBERCHECK & BROEMBSEN (1986), verificaram que os clamiddsporos de
P cinnamomi, eram inactivados quando tratados a 38°C durante 30 minutos, sendo
apenas necessdrios 10 minutos quando expostos a 44°C. Apesar destes fendmenos ndo
ocorrerem de forma t3o linear no solo, estes autores verificaram que a solarizagdo durante
um periodo de 6 semanas erradicava P. cinnamomi de tecidos artificialmente infectados e
enterrados a 5, 15 e 30cm de profundidade. A sobrevivéncia do fungo foi de 9% quando
0 periodo de solarizagdo foi de 3 semanas. Verificaram ainda que em solo ndo solarizado
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também ocorria diminui¢do de indculo e de forma mais acentuada nos solos que atingiram

niveis de humidade mais baixos.

Nas condi¢des referidas por estes autores, as temperaturas mdximas 2
profundidade de 5, 15 € 30cm e com filme de polietileno de 50um de espessura foram
respectivamente de 51,87°C, 46,09°C e 41,15°C. Com filme de polietileno de 150pm de
espessura a 10 e 30cm de profundidade, as temperaturas mdximas foram de 47,78°C e
35,78°C. Apesar do filme de polietileno de maior espessura ser menos eficiente na
transmissdo de calor, apresentou, neste estudo, a vantagem de se manter intacto durante a
duragdo do ensaio, enquanto que o de menor espessura se degradou e foi necessdrio fazer

a sua substituicdo ao fim de 3 semanas.

Ensaios realizados em Braganga utilizando a técnica de solarizagdo do solo,
obtiveram como temperaturas maximas a 15 e 30cm de profundidade, 38,1°C e 33,8°C,
respectivamente (A. CESAR, com. pessoal, 1992), o que indica que a temperatura néo
serd factor limitante da utilizagdo da solarizagdo na desinfestagdo dos solos de viveiros de
castanheiro em Trds-os-Montes.

A eficdcia deste método de desinfestacdo do solo pode ainda ser aumentada,
utilizando dois filmes de polietileno ou combinando o método com a aplicacdo de

produtos quimicos em doses reduzidas ou outros meios de luta.

3.6.2 — Meios de luta a utilizar na cultura ja instalada

O conhecimento das caracteristicas bioldgicas e epidemiolégicas dos agentes
responsdveis pela doenca da tinta, P. cambivora e P. cinnamomi , e as caracteristicas
bioldgicas e culturais do hospedeiro que aqui nos interessa, o castanheiro, exigem a
adopgdo de medidas culturais que proporcionem a protecgdo da cultura durante o seu
longo ciclo vegetativo.

Os meios de luta a implementar nos soutos devem ser encarados como processos
de defesa que se complementam proporcionando, dessa forma, uma protec¢do superior i
que se obteria pela aplicagdo isolada de cada um dos meios de protecgdo.

A defesa do castanheiro, em relagdo a doenga da tinta, com base nos principios
da Proteccdo Integrada, deve assentar nos quatro principios fundamentais que COFFEY
(1987) também considerou para o abacateiro:

— higiene e medidas sanitdrias;

— utilizagdo de porta enxertos resistentes;

— utilizacdo de fungicidas;

— meios de luta biolégicos e culturais.

As questdes que se colocam em relag@o as medidas sanitdrias foram jd analisadas
para a situagdo dos viveiros de castanheiro, pelo que apenas se referem, como medidas
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sanitdrias a implementar nos soutos, o arranque das plantas mortas pela doenca e
fumigagdo ou aplicagdo de fungicidas nesse solo, para impedir a disperséo da doenga pela
4gua ou movimentagoes de terra.

A utilizacdo de porta enxertos resistentes & doenca da tinta, que em termos
epidemiolégicos conduz & redugdo da taxa aparente de infecgdo (r), sensu VAN DER
PLANK (1963), € um meio de luta que conjugado com outros meios de defesa poderd
proporcionar uma estratégia de protecgdo de longo prazo contra esta doenga.

A resisténcia do castanheiro a doenga da tinta serd abordada em capitulo préprio,
razdo pela qual apenas se refere aqui a sua importancia enquanto meio de luta.

3.6.2.1 - Utilizacao de fungicidas

Em Portugal a luta quimica contra a doenga da tinta iniciou-se em 1945, com o
uso de sais de cobre pouco ionizdveis pelo designado método de “URQUIJO”. Este
método, segundo a descri¢do de FERNANDES (1947), tem as seguintes fases:

— descalce da drvore até cerca de 50cm de profundidade;

— limpeza perfeita das raizes com escovas de arame de ago para retirar a terra
aderente;

— lavagem do colo e raizes expostas e aplicacdo de um aderente;

— aplicagdo de um produto ciprico de forma a constituir-se uma camada
uniforme de pé em volta da base do tronco e das rafzes.

Pelo método de “URQUIJO” trataram-se em Portugal 85 935 castanheiros até

1954. Destes, 48 199 foram tratados preventivamente e 37 736 com o objectivo de curar

as drvores menos atacadas (individuos com cerca de 1/3 dos ramos com sintomas

evidentes do mal). Do conjunto das drvores tratadas, FERNANDES (1955b) refere que “a

percentagem de individuos que nfio reagiram favoravelmente ao tratamento foi

respectivamente de 1 e 5%, pelo que podemos considerar bom o método seguido™.

Em rela¢do a este método o mesmo autor, em 1953, considerava que se devia
continuar a utilizar, enquanto nfo existissem outros métodos mais expeditos e
econdémicos € ndo existissem plantas resistentes em niimero suficiente para distribuir
pelas regides infectadas. Considerava ainda “existir certa vantagem erm o recomendar nos
paises onde a méo-de-obra ndo for cara ¢ onde ainda ndo exista a Endothia parasitica
(Murr.) And. & And.”(FERNANDES, 1953).

A “campanha” do tratamento do castanheiro inseriu-se no programa de defesa
dos soutos jd instalados, fazendo parte do plano geral de defesa do castanheiro que
VIEIRA DA NATIVIDADE, em 1944, propds e expressou no relatério “Bases para um
Plano de Reconstitui¢do Valorizagio e Defesa dos Soutos Portugueses”, que mereceu o
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apoio das instincias governamentais da época, devido a progressdo assustadora da
doenca.

As substéncias activas, que entretanto surgiram no mercado, selectivas para os
Peronosporales (Quadro 5), por serem sistémicas, constituem novas vias de defesa das
plantas contra as Phytophthora spp. que causam doengas radiculares.

Quadro 5 ~ Grupo quimico e respectivas substancias activas selectivas para os Peronosporales.

Grupo quimico Substéncia activa
carbamatos protiocarbe
hidrocloreto de propamocarbe
acilalaninas furalaxil
metalaxil
milfurame
benalaxil
organometilicos de aluminio fosetil de Al

O metalaxil e o fosetil de Al mostraram ser eficientes para combater o declinio do
abacateiro, doenga provocada por P. cinnamomi. O metalaxil estd mesmo homologado
para esta doenga na Califérnia desde 1983 (COFFEY, 1987).

O mesmo autor refere que o fosetil de Al apresenta menor eficdcia quando
aplicado ao solo, mas com boa eficiéncia quando utilizado em aplicagdes foliares. Para a
Califérnia € recomendado um tratamento do solo na altura da plantagdo seguido de 4
tratamentos foliares com 60 dias de intervalo. Este produto € também eficiente por
injecgdo de tronco, tendo DAVAS et al. (1984) verificado que pela aplicagdo de 20ml de
uma solu¢do com 7 a 10% de fosetil de Al se conseguia uma eficdcia equivalente ou
superior, & obtida pelas pulverizagdes foliares. Neste caso sdo necessdrias duas
aplicagdes por ano.

Estudos de avaliagio da eficdcia do metalaxil e fosetil de Al aplicados ao solo
para combater P. cinnamomi em castanheiro, foram também iniciados pela Direcgio
Regional de Agricultura de Trds-os-Montes (DRATM). Os resultados preliminares
indicam resultados interessantes (MANTAS & SOUSA, 1991), que, a concretizarem-se em
avaliagdes futuras poderdo levar & homologacdo destes produtos fitofarmacéuticos para
esta situacio fitossanitdria.

3.6.2.2 — Meios de luta bioldgicos e culturais

Os agentes patogénicos que se desenvolvem no solo estdo intimamente
associados a um conjunto numeroso de outros organismos, com os quais estabelecem
situagdes de equilibrio dindmico complexas.
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As condigdes que promovem o desenvolvimento de antagonistas e impedem o
desenvolvimento dos parasitas podem ser obtidas através de processos naturais — solos
supressivos — pela adi¢do de antagonistas ou pela modificacdo das condi¢des ambientais.

3.6.2.2.1 - Solos supressivos

Os solos supressivos caracterizam-se pela auséncia ou pelo ndo desenvolvimento
de determinada doeng¢a, mesmo nas situagdes em que o agente patogénico € o
hospedeiro susceptivel se encontram presentes. A supressividade, observada desde o
inicio do século, €, segundo HUBER & SCHNEIDER (1989), um termo geral que engloba
a fungistasis, a capacidade da competigdo saprofitica e outras interacg¢des
hospedeiro/parasita.

A existéncia de solos supressivos para P. cinnamomi € referenciada pela
primeira vez por BROADBENT & BAKER (1974), na cultura do abacateiro.

A supressividade dos solos, em condigdes naturais, estd associada a uma grande
diversidade de mecanismos e os seu conhecimento resulta das diferentes perspectivas de
andlise.

Resultados obtidos por MALAJCZUK et al. (1977) levaram estes autores a
concluir que as propriedades do solo actuam indirectamente na supressividade do solo ao
proporcionarem o desenvolvimento de uma microflora mais antagonista para
P. cinnamomi, sugerindo ser este 0 mecanismo envolvido na supressividade.

MURRAY (1987) verificou, por outro lado, que a populagdo de fungos na
rizosfera de Banksia grandis € significativamente superior a de Eucalyptus marginata e
Acacia pulchella, existindo maior nimero de bactérias e actinomicetas em A. pulchella
(espécies menos susceptiveis a P. cinnamomi ) e também maior nimero de antagonistas.
Os autores concluiram que a rizosfera da acdcia criard condigdes desfavordveis ao
desenvolvimento de P. cinnamomi, ao contrdrio do que se verifica na rizosfera de
B. grandis ou E. marginata.

O mecanismo pelo qual P. cinnamomi ndo se desenvolve em determinada
rizosfera estd associado, segundo os mesmos autores, 2 menor capacidade de produgio
de espordngios e também & supressdo da libertagdo dos zodsporos.

A constatagdo da existéncia na regiio de Braganca de zonas delimitadas
geograficamente onde a doenga da tinta ndo se manifesta, observagdo que técnicos e
agricultores da regido confirmaram, sugeriu-nos um estudo, a nivel regional, das
condi¢Oes edaficas das zonas afectadas e ndo afectadas pela doencga da tinta.

Os resultados, apresentados no Quadro 6, evidenciaram diferengas ao nivel do
complexo de troca catidnica e na relagdo carbono/azoto (C/N).
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Os solos onde a doenga da tinta era evidente (local 1) apresentaram os menores
valores de Ca e Mg de troca, da Soma de Bases e da percentagem de Bases na
Capacidade de Troca Catiénica Efectiva. Por outro lado, apresentaram os maiores valores
de alumninio de troca e da sua percentagem na CTC efectiva (FIGUEIREDO et al., 1991).

Quadro 6 - Propriedades quimicas dos solos afectados (local 1) e ndo afectados (locais 2 e 3)
pela doenca da tinta na regifio de Braganga (FIGUEIREDO et al., 1991).

Local 1 Local 2 Local 3
Camada (cm) 0-5 20-25 0-5 20-25 0-5 20-25
Razio C/N 14,3 16,0 10,9 12,7 10,0 11,4
Complexo de troca (cmol (+) kg1)
Bases Ca 0,67 0.40 1,31 0,49 1,48 0,78
Mg 0,24 0,12 047 0,18 0,59 0,39
K 0,09 0,06 034 0,19 0,33 0.21
Na 0,06 0,04 0,04 004 0,06 0,04
Soma (S) 1,06 0,62 2,16 0,90 2,46 135
Acidez de troca 1,79 2,30 1,29 1,98 1,38 2,39
Aluminio de troca 1,37 1,87 1,05 1,45 1.01 1.47
CTC efectiva(® 2,85 2,92 3,45 2,88 3,84 3.74
S/CTC efect. (5) 5 2585 626 313 64,1 26,1
Al troca(CTC efect. (%) 48,1 64,0 304 50,3 26,3 393

(a) CTC efectiva — Capacidade de troca catidnica efectiva (S + Acidez de troca)

O valor da razdo C/N € também mais elevado nos soutos com doenga, situando-
-se e ultrapassando mesmo o limiar 15 referenciado por COSTA (1985), o que sugere
condicdes menos favordveis para a actividade microbiana.

Posteriormente a este trabalho preliminar, novas indicagdes sobre possiveis
fenémenos de supressividade parecem corroborar estes resultados. E, por exemplo, a
situag@o observada em Carrazedo de Montenegro e Espinhoso que evidenciam diferengas
no contetido em matéria orgénica, bases de troca e azoto total entre os solos permissivos e
supressivos (ABREU et al., 1993).

Os solos que evidenciaram supressividade a P. cinnamomi na Austrdlia,

referenciados por MALAJCZUK (1987), apresentavam niveis mais elevados de argila,
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maior teor em matéria organica, maior capacidade de troca catidnica, e elevado Ca++e
Mg** de troca, caracteristicas que em parte se verificam nos solos que ndo evidenciam
doenga por nos estudados.

Apesar de ndo se conhecerem 0s mecanismos através dos quais os solos sdo
supressivos, a supressividade do solo € utilizada, na prética, pelos agricultores quando
decidem o local da instalagdo dos soutos e que se evidencia nas expressoes
frequentemente utilizadas do castanheiro *“‘vai bem” ou “vai mal” em determinado local.

3.6.2.2.2 - Introducao de antagonistas no solo

A introdugdo de antagonistas no solo com o objectivo de impedir o
desenvolvimento do parasita € uma meio de luta biolégico muito estudado para combater
fungos do solo.

Os antagonistas sdo geralmente seleccionados em condig¢des laboratoriais ou em
situacdes onde a doenga foi suprimida através de tratamentos do solo pouco drdsticos,
como por exemplo a solarizagdo.

Os organismos antagonistas para P. cinnamomi indicados por MALAJCZUK
(1987), referindo varios autores, estao indicados na Quadro 7.

Quadro 7 — Microrganismos antagonistas para P. cinnamomi e mecanismos envolvidos

Organismos Antagonistas Mecanismos referenciados
espécies

Bactérias e actinomicetas

Bacillus Produggo de antibidticos
Pseudomonas fluorescentes Lise do micélio
Streptomyces Colapso dos esporangios
S. griseoloalbus Produgio de antibidticos
Fungos
Dactylella spermatophaga Parasitismo das hifas e dos odsporos
Trichoderma harzianum Lise das hifas por produgio de antibi6ticos
T. viride Lise das hifas por produgio de antibidticos

¢ parasitismo das hifas

Ainda segundo o mesmo autor os actinomicetas produzem antibidticos in vitro
contra muitas espécies de Phytophthora, sendo mesmo 0s microrganismos presentes em
maior nimero nos solos supressivos. MALAJCZUK (1987) considera que a acgdo destes
organismos se exercerd nas estruturas de sobrevivéncia, dado que sdo dominantes em

solos com menor percentagem de humidade. J4 para as bactérias antagonistas, a actuagio

50



ocorre através da produgdo de antibidticos e pelo efeito de lise que provocam nas hifas e
ainda pela inibicao da diferenciagdo dos zodsporos. Os fungos antagonistas,
nomeadamente Trichoderma spp., actuam no crescimento de Phytophthora devido a
produgdo de substincias voldteis a que segue vacuolizagdo do contetido da célula que
eventualmente resulta em lise das extremidades da hifas, podendo ainda ocorrer
micoparasitismo das estruturas da resisténcia.

A utilizacdo prética, pela adi¢do destes antagonistas ao solo ndo se tem
desenvolvido muito como meio de luta em P. cinnamomi, aparecendo como mais

promissor a utilizagdo das micorrizas.

3.6.2.2.3 - Micorrizas

MARTINS (1991), citando outros autores, refere que o castanheiro, a
semelhanca da maioria de espécies florestais, apresenta as raizes ectomicorrizadas em
condig¢Bes naturais, situando-se estas raizes na zona superficial do solo (5-20cm) e em
redor do tronco das drvores adultas, num circulo de aproximadamente 1-2m de raio.

A lista dos fungos micorrizicos do castanheiro, realizada com base na ocorréncia
de carpdforos em soutos € castingais, € muito extensa, como pode ser constatado no
trabalho anteriormente referido e no trabalho de AZEVEDO (1989). No entanto, e ainda
segundo MARTINS (1991), a especificidade e importincia relativa das associagdes
micorrizicas em castanheiro ndo tém sido constatadas in vitro sendo para um grupo muito
reduzido de fungos, entre os quais Hebeloma cylindrosporum, Lyphllum decastes e
Tuber melanosporum.

Os mecanismos através dos quais as micorrizas protegem as plantas dos ataques
de P. cinnamomi sio, segundo MALAJCZUK (1987), devidos a um ou & combinagdo dos
seguintes factores:

— Alteracdo dos exsudados radiculares, com a consequente redugdo dos
fenémenos de quimiotaxis e diminui¢do dos estimulos que promovem a

germinagdo dos clamidiésporos e zodsporos;

— Producido por parte dos fungos micorrizicos de antibidticos que inibem o

crescimento micelial dos fungos parasitas;

— Formacdo de uma barreira fisica, na forma de manto fingico, que impede o

estabelecimento do patogénio;

— Desenvolvimento de uma populagdo microbiana, na rizosfera, antagonista de

P. cinnamomi .
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Apesar das dificuldades em fazer crescer, in vitro, os fungos e em criar
condi¢Oes para a associagdo simbidtica dos fungos micorrizicos em castanheiro, os
resultados obtidos nesta drea, nomeadamente por MARTINS (1991), que micorrizou
plantas de castanheiro micropropagadas, com Pisolithus tinctorius , tornam promissor a
utilizagdo prdtica deste meio de luta bioldgico no combate & doenca da tinta do
castanheiro. No entanto, € ainda necessdrio testar a adaptagdo das plantas as condi¢des

naturais.

3.6.2.2.4 - Alteracao das condicoes ambientais

Muitas técnicas culturais podem ser utilizadas para alterar as condigdes
ambientais do solo que promovem o desenvolvimento da doenca. Entre estas referem-se a
adicdo de matéria orgnica e a realizagdo de mobilizagdes adequadas para promover a
drenagem do solo tanto a superficie como em profundidade.

A instalagdo da cultura €, desta forma, uma fase critica que deve ser ponderada
tanto do ponto de vista do local de instalagio como das técnicas a utilizar.
BERGOUGNOUX et al. (1978) referem como mais aconselhdvel a ripagem do terreno,
quando o solo estd seco, para que o efeito seja duradoiro, e ndo instalar esta cultura se
aparecer uma camada impermedvel a pouca profundidade, dado que mesmo a sub-
solagemn ndo impedird a asfixia radicular em anos muito himidos.

ABREU (1992) considera como factores que mais contribuem para a
predisposi¢do do castanheiro & doenga da tinta, as lavouras profundas realizadas com
mdquinas agricolas pesadas que dilaceram as raizes, levam a compactagio do solo e &
asfixia radicular, ¢ ainda o abandono da prética da incorporacdo de matéria orgédnica nesta

cultura.

A adi¢do de matéria drganica aos solos pode ser encarada como um meio de luta
biolégico, estando os elevados teores em matéria drganica frequentemente associados a
supressividade da doenga provocada por P. cinnamomi. O mecanismo pelo qual a matéria
orgdnica contribui para a redugdo da doenga aparece associada & supressdo do agente
patogénico devido & acgdo dos microrganismos antagonistas, que causam a lise do
micélio e a producdo de espordngios anormais (NESBITT et al. 1979). Na Austrdlia esta
técnica € utilizada na cultura do abacateiro (MALAICZUK, 1987). Os elevados teores de
matéria orginica sdo mantidos na cultura pela sideragdo de uma mistura de leguminosas e
gramineas a que se adiciona estrume de aves € calcdrio dolomitico para favorecer a

decomposi¢io da matéria orgnica.
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IV — MECANISMOS DE RESISTENCIA E MELHORAMENTO DO
CASTANHEIRO EM RELACAO A DOENCA DA TINTA.

4.1 - Introducao

O estudo dos mecanismos de resisténcia das plantas a Phytophthora iniciaram-
se com a interacgdo Phytophthora infestans/batateira. UMAERUS et al. (1987), citando
outros autores, referem que, além dos estudos hoje conhecidos como de Resisténcia
Horizontal, o cruzamento de Solanum tuberosum com Solanum demisum foi também
utilizado na procura de resisténcia em 1849 por SALAMAN e WILSON, embora nessa
época ndo se tivessem obtido resultados praticos.

A resisténcia das plantas as doengas foi inicialmente explicada pela existéncia de
substdncias téxicas para os agentes patogénicos (ELLINGBOE, 1981). Este conceito de
resisténcia altera-se radicalmente depois dos trabalhos de FLOR (1942) que, analisando
de forma sistemadtica, a hereditariedade da resisténcia e da susceptibilidade do hospedeiro
(Linum usitatissimum) e a hereditariedade da aviruléncia e viruléncia do fungo
(Melampsora lini), estabeleceu que os hospedeiros e os parasitas possuem sistemas
genéticos complementares.

Recentemente KEEN (1990), analisando a complementaridade gene-a-gene nas
interacgdes hospedeiro-parasita, considera que as estratégias de defesa das plantas em
relagdo aos agentes patogénicos s3o muito similares as utilizadas pelos vertebrados, na
medida em que os mecanismos de defesa s6 sdo activados depois do processo infeccioso
se ter iniciado. Além disso o reconhecimento dos patogénios nos dois sistemas de defesa
apresenta, também, caracteristicas comuns. Nos vertebrados antigenes especificos
reconhecem os patogénios e nas plantas ocorre o reconhecimento de moléculas
provenientes da actividade dos agentes patogénicos, que KEEN (1975) denominou como
“elicitores”.

Os genes de resisténcia que funcionam segundo o sistema gene-a-gene sdo0
frequentemente denominados como “genes maiores” por determinarem efeitos de facil
identificagdo, geralmente do tipo resistente versus susceptivel.

A facilidade em reconhecer e manipular os “genes maiores” determinou a sua
utilizagdo em muitos programas de melhoramento das plantas as doengas. A utilizagdo
desta estratégia de melhoramento vegetal, com a consequente obten¢@o de plantas com
elevados niveis de resisténcia, evidenciou que era facilmente superada, se novas ragas do
patogénio se desenvolviam, sendo entdo necessdrio incorporar novos genes de resisténcia
no hospedeiro para manter essas variedades vidveis.
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Esta situagdo veio chamar a atengdo para outro tipo de resisténcia, que embora
sendo dificil de usar nos programas de melhoramento, por ser determinada por um
elevado nimero de genes, cada um deles com um pequeno efeito dificil de identificar,
possui a vantagem de ndo ser restrita para ragas particulares do patogénio, ou seja, ¢
efectiva para todos os individuos dessa espécie. Este tipo de resisténcia €, por vezes,
designada por Resisténcia Horizontal.

Para além dos mecanismos activos de defesa, RODRIGUES (1980) refere que as
plantas devem possuir também, mecanismos gerais de defesa que lhes permitam
manterem-se sds, em presenca de elevado niimero de potenciais agentes patogénicos.

Ainda segundo este autor, os factores a que se tem atribuido papel relevante na
resisténcia das plantas as doengas podem agrupar-se em barreiras morfoldgicas (fisicas) e
barreiras quimicas. Neste dltimo caso a resisténcia é devida a compostos inibitérios
existentes na superficie ou dentro dos tecidos do hospedeiro, podendo ser considerados
constitutivos ou induzidos, conforme sdo jd operacionais antes da infecg@o ou resultam da
interac¢do hospedeiro/parasita.

A ndo manifestagdo da doenga quando estdo presentes hospedeiros susceptiveis,
agentes patogénicos virulentos e as condi¢des sdo favordveis ao desenvolvimento da
doenga, foi denominada por AGRIOS (1988) como Resisténcia Aparente e por
PARLEVLIET & ZADOKS (1977) como “escape resistance”.

A Resisténcia Aparente ocorre devido a mecanismos de fuga a doenga que se
relacionam directamente com as condi¢des ambientais, mas dependem também de
caracteristicas intrinsecas do hospedeiro e do agente patogénico. Assim, factores que
afectam a sobrevivéncia, o processo de infec¢do, a multiplicacdo e disseminagio dos
parasitas, assim como as caracteristicas fisilégicas das cultivares, constituem mecanismos
pelos quais as plantas ndo contraem doenga. A fuga & doenga € uma caracteristica que
pode ser implementada para evitar a sua progressio e dispersdo.

Este tipo de resisténcia e a Resisténcia Horizontal t€m, segundo AGRIOS (1988),
uma drea comum muito vasta, na medida em que uma caracteristica fisioldgica de fuga a
doenga pode ser encarada como resisténcia de tipo horizontal do hospedeiro.

A resisténcia das plantas as doengas € uma drea de investigagdo interdisciplinar,
que por ser tdo polifacetada pode ser considerada segundo diferentes perspectivas. Por
e€ssa razdo, expdem-se alguns dos mecanismos de resisténcia das plantas aos ataques de
P. cinnamomi e a metodologia utilizada no melhoramento do castanheiro em relagiio a
doenca da tinta.
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4.2 - Resisténcia Horizontal

Todas as plantas possuem um certo nivel de resisténcia no especifica que se
manifesta, em grau varidvel, nos diferentes individuos e € efectiva para todos os
individuos da espécie patogénica. Sem entrar na enorme ¢ controversa discussdo que se
gerou a volta do verdadeiro sentido dado por VAN DER PLANK (1963) ao conceito de
Resisténcia Horizontal (RH), € que tem na versido de NELSON (1978) o local privilegiado
de discussdo, podem considerar-se como sinénimos de RH a resisténcia designada por:
Resisténcia Geral, Resisténcia Quantitativa, Resisténcia de Campo e Resisténcia nio
Especifica.

A RH € determinada por elevado nimero de genes, € efectiva para todos os
individuos da espécie patogénica, mantem-se durante prolengados periodos de tempo e

manifesta-se de forma diferente nas diferentes condigdes ambientais.

KEEN & YOSHIKAWA (1987) incluem nos mecanismos que conferem RH, as
caracteristicas estruturais do hospedeiro, substincias quimicas pré-formadas, indugdo de
barreiras estruturais, reacgdes de hipersensibilidade e as fitoalexinas.

A diversidade de mecanismos envolvidos neste tipo de resisténcia, faz com que a
avaliacfo da expressdo do RH seja complexa e se manifeste de forma diferente em
diferentes fases do ciclo infeccioso. UMAERUS et al. (1987) consideram que os métodos
utilizados para avaliar a RH tém como principal objectivo, separar a resisténcia em
componentes efectivas nas diferentes fases do ciclo infeccioso, ou seja, na fase de pré-
-infecgdo, colonizag@o e reprodugio do agente patogénico.

Estas componentes podem ainda ser subdivididas em sub-fases, em experiéncias
mais precisas, podendo considerar-se a RH como um processo mais ou menos efectivo
de bloqueamento do processo infeccioso, que poderd ocorrer em diferentes fases e em
diferentes combinagdes hospedeiro/parasita.

PARLEVLIET (1979) considera que, nas doencas provocadas por agentes
patogénicos de tipo policiclico, a severidade da doencga (drea de tecido infectado) resulta
do efeito cumulativo de muitos factores ou componentes.

A resisténcia que reduz a taxa aparente de infeccido, () sensu VAN DER PLANK,
pode ser dividida em resisténcia a infecgdo, resisténcia & colonizacdo e resisténcia a
reproducio do agente patogénico. Cada tipo de resisténcia pode ainda ser subdividida em
diferentes componentes, permitindo uma quantificagio mais precisa do desenvolvimento
do patogénio no hospedeiro.

Ainda segundo este autor quando num gendtipo se avaliam diferentes
componentes da resisténcia, muitas vezes variam de forma associada umas com as outras.
A RH estd geralmente associada a baixas frequéncias de infecgdo, prolongados periodos
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de laténcia, reduzida produgdo de esporos e a periodos favordveis para a ocorréncia de
infec¢do de duragdo limitada.

A divisdo do processo de resisténcia em diferentes componentes permite
sistematizar as observagdes e quantificar essas componentes possibilitando, assim, uma
andlise mais precisa dos mecanismos envolvidos, embora por vezes seja dificil separd-los

rigorosamente, porque os processos bioldgicos estdo, frequentemente, interligados.
4.3 — Mecanismos que Conferem Resisténcia a P. cinnamomi

4.3.1 — Mecanismos de fuga a doenca

Os mecanismos que contribuem para a redugdo da taxa de desenvolvimento
epidémico integram os mecanismos de fuga a doenga e os mecanismos de resisténcia,
considerando-se resisténcia como a capacidade do hospedeiro em retardar o crescimento
e/ou o desenvolvimento do agente patogénico.

O processo infeccioso de P. cinnamomi inicia-se com o contacto do indculo
com as raizes do hospedeiro, processo que é mediado por um estimulo quimico.

ERB et al. (1987) estudaram o processo infeccioso de P. cinnamomi em mirtilo
(Vacinium spp.) e verificaram que as cultivares mais resistentes atrafam menor niimero
de zodsporos, mecanismo que consideraram responsdvel pela resisténcia evidenciada por
estas cultivares.

Os zodsporos de P. cinnamomi sdo passivamente transportados pela dgua de
drenagem do solo, mas possuem também processos activos de movimentagdo,
deslocando-se por meio de flagelos. A dispersdo dos zodsporos serd essencialmente um
fenémeno de transporte passivo, desempenhando os fenémenos de quimiotaxia um papel
importante junto do hospedeiro e o quimiotropismo um papel importante na penetragdo do
hospedeiro.

A quantidade de exsudados radiculares varia com o hospedeiro considerado
(MALAJCZUK & MCCOMB, 1977, ZENTMYER, 1980, MURRAY, 1987, ERB er al., 1987,
FRAEDRICH et al., 1989), mas varia também com as condigdes fisiolégicas do
hospedeiro e com as condi¢des ambientais. Os fenémenos de quimiotaxia e
quimiotropismo foram jd analisados quando se avaliou o processo de patogénese em
P. cinnamomi, podendo ser encarados como processos de fuga a doenga se se
promoverem as condi¢des que diminuem a produgdo de exsudados radiculares por parte
das raizes.

No entanto, a dificuldade em separar os efeitos devidos ao hospedeiro e devido
as condigdes ambientais tornam este tipo de estudos dificeis de utilizar na avaliagdo e
quantifica¢do da resisténcia.
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4.3.2 - Mecanismos de resisténcia

4.3.2.1 - Resisténcia a infeccio

A progressdo da doenga serd mais rdpida se o parasita se desenvolver facilmente
nos tecidos do hospedeiro do que se esse desenvolvimento for limitado a pequenas dreas
junto do local de infecg@o. Neste (ltimo caso o desenvolvimento da doenga depende do
efeito cumulativo de elevado niimero de pontos de infec¢do que, por sua vez, dependem
dos factores que influenciam a produg¢do de indculo na rizosfera.

A evidéncia de que a coloniza¢do dos tecidos pelo fungo pudesse representar um
papel importante na resisténcia a P. cinnamomi surgiu inicialmente de constatagdes em
véarios dos seus hospedeiros. O desenvolvimento epidémico de P. cinnamomi em
eucalipto e pinheiro (SHEA & BROADBENT, 1987) e ainda em castanheiro (GRENTE,
1978), caracteriza-se por apresentar periodos com elevada mortalidade seguidos de outros
periodos em que apenas se evidencia ligeiro declinio, com algumas mortes esporddicas.
Estes autores atribuem este fendémeno ao facto destas espécies terem um sistema radicular
muito desenvolvido e ndo dependem das raizes superficiais para a absor¢do de dgua,
razdo pela qual concluem que a morte das drvores estard associada a invasao dos tecidos
secunddrios das raizes principais e do caule.

Em castanheiro a resposta individual da drvore 2 tinta € muito diferente podendo
ocorrer a morte da drvore no mesmo ano em que a doenga se manifesta ou demorar vérios
anos até que isso acontega. Este facto € facilmente observado em condigdes naturais e por
vezes no mesmo souto, facto possivelmente associado a esta componente da resisténcia,

ou seja, resisténcia a colonizagdo dos tecidos secunddrios.

Em eucalipto esta perspectiva da progressdo de doenga € relativamente recente €
s6 se concretizou quando MARKS, em 1981, verificou que P. cinnamomi além das raizes
mais finas também atacava os tecidos secunddrios da raiz e do caule (TIPPETT et al.
1985).

Esta componente da resisténcia € indicada por vdrios autores em diferentes
interacgdes hospedeiro/P. cinnamomi: ERB et al., (1987) em Vaccinium ashei Reade;
TIPPETT er al., (1985), SHEARER et al., (1987) em Eucalyptus spp.; McCREDIE e al.,
(1985), SHEARER et al., (1987) em Banksia grandis; DOLAN & COFFEY (1986) em
porta- -enxertos de Persea americana;, FERNANDES (1966) e GRENTE (1978), em
Castanea sativa.

O facto do fungo se desenvolver nos tecidos secunddrios do hospedeiro
possibilita uma maior variedade de mecanismos de defesa do que se o desenvolvimento
Se processasse apenas nos tecidos primdrios (TIPPETT ef al., 1985).
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Os mecanismos de defesa, referidos na bibliografia como limitadores da
progressdo de infecgdo, sdo os mais variados, podendo de uma forma geral ser divididos
em dois grandes grupos:

— mecanismos de defesa fisicos

— mecanismos de defesa bioquimicos.

4,.3.2.1.1 — Mecanismos de defesa fisicos

As alteragdes anatémicas e histoldgicas que ocorrem nas raizes e caules
infectados, constituem uma barreira fisica 4 invasdo dos tecidos por P. cinnamomi.
PHILLIPS ez al. (1987) verificaram este fendmeno em raizes de “Duke 77, porta-enxerto
de abacateiro (Persea americana Mill.), considerado moderadamente resistente a

P. cinnamomi.

As maiores altera¢des localizavam-se no limite da zona colonizada, ocorrendo
producdo de periderme de cicatrizacdo no cortex e isolamento dos feixes floémicos
infectados através de conjuntos de células formadas pela divisdo periclinal da parede
celular.

A formag@o da periderme de cicatrizacio € considerada como um processo de
defesa ndo especifico em relagdo & morte das c€lulas vizinhas e serve para proteger os
tecidos vivos dos efeitos adversos, associados & morte dessas células.

O isolamento dos feixes floémicos envolve a proliferagdo de células e a
acumulagdo de substincias amorfas, luminescentes e castanho amareladas, dentro das
células da parede celular ¢ nos espagos intercelulares. Em “Duke 7” essa substincia foi
identificada como sendo suberina. Adicionalmente, estes autores observaram ainda, a
formagdo de tiloses nos vasos xilémicos que podem evitar, em certa medida, a progressao
das hifas nestes tecidos. Concluem ainda, que estes mecanismos de resisténcia nio
afectam de forma definitiva a viabilidade do fungo parasita, mas podem impedir o seu
avango, sendo provdvel que nos fendmenos de resisténcia actuem em paralelo

mecanismos bioquimicos.

TIPPETT ef al. (1983) tinham jd verificado estas alteragdes anatémicas nos
tecidos do caule e das raizes de eucalipto, tendo incluido nos mecanismos de resisténcia
ndo especificos a formagdo de periderme de cicatrizagdo, “necrophylatic periderm”
(segundo a terminologia de MULLICK & JENSEN (1973) que estes autores adoptararn) a
oclusdo dos vasos com calose e formagio de “Kino veins™.

Em eucalipto, além da periderme de cicatrizagdo “necrophylactic periderm”
forma-se ainda “exophylactic periderm” que € um tecido mais organizado situado entre as
c€lulas suberizadas da “necrophylactic periderm” e as células suberizadas do felema que
ficam lenhificadas e de parede mais espessa (TIPPETT et al., 1983).
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As barreiras fisicas induzidas pela ac¢@o do agente patogénico, sao considerados
como uma componente da resisténcia a P. cinnamomi. Este mecanismo seria
complementado com mecanismos de tipo bioquimico, como os que sdo indicados como

hipétese por alguns investigadores.

TIPPETT et al. (1985) referem que a susceptibilidade em Eucalyptus marginata
Smith. (jarrah, segundo a designagdio local) estaria associada a incapacidade do
hospedeiro para deter o crescimento do fungo a partir de lesdes que inicialmente o tinham
confinado. Poderia estar ainda associada a capacidade do fungo produzir clamidésporos
nos tecidos do hospedeiro. Consideram também que os compostos fendlicos
desempenham possivelmente um papel importante na manifestacdo de resisténcia em
algumas espécies de eucalipto.

SHEARER et al. (1987), por outro lado, atribuem a variagdo de crescimento
micelial nos tecidos do hospedeiro, as diferentes condi¢des nutritivas que os fungos
encontrariam nas espécies vegetais ou clones.

4.3.2.1.2 - Mecanismos de defesa bioquimicos

Muitos produtos do metabolismo secunddrio das plantas possuem propriedades
antibidticas e sdo considerados mecanismos de defesa contra os agentes patogénicos
(GOTTSTEIN & GROSS, 1992).

Este tipo de metabolitos pode dividir-se em dois grandes grupos:

— compostos pré-formados, ou seja, constituintes endégenos das plantas;

— compostos de produgdo induzida pela ac¢io dos agentes patogénicos, por
ferida, ou por condi¢des ambientais desfavordveis — as fitoalexinas.

Dentro dos compostos induzidos, de baixo peso molecular, incluem-se os fenois
que aparecem de forma generalizada nas plantas lenhosas.

Os fendis induzem a lenhificag@o da parede celular e apresentamn caracteristicas
anti-microbianas, desempenhando por isso um papel importante na manifesta¢io dos
fenémenos de resisténcia.

As feridas, as condigdes de “‘stress” € os ataque dos agentes patogénicos,
causam alteragdes muito acentuadas no conteiido dos compostos fendlicos junto das
zonas agredidas das plantas. Em muitos casos €, no entanto, dificil determinar com
precisdo quando um destes compostos € um composto constitutivo que se acumulou no
local de agressdo ou quando é um composto produzido de novo, ou seja, uma fitoalexina
(GOTTSTEIN & GROSS, 1992).

PETRI em 1924 atribuiu a resisténcia do C. crenara a P. cinnamomi a uma
reactividade particular do citoplasma do tecido embricnal e também & elaboragio de
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substdncias tdnicas em abundéncia que se acumulavam nos tecidos e exerciam uma acgio
nefasta nos parasitas. DEFRENOY, em 1932, atribuiu a resisténcia desta espécie a
formagdo de compostos fendlicos nas células corticais (FERNANDES, 1966).

Outro tipo de substincia pré-formada com caracteristicas anti-microbianas foi
identificado por ZAKI et al. (1980) em espécies de Persea que denominaram por
“borbonol”, por ter sido isolada, pela primeira vez de Persea borbonia.

Este composto foi detectado em raizes, caules e folhas como um constituinte pré-
-formado, aparecendo em concentragdes superiores a 100ug/g, ndo existindo ou
existindo em muito pequenas concentragdes, nas variedades susceptiveis. Este metabolito
inibe o crescimento de P. cinnamomi , in vitro, a concentragdes de 1jg/ml em meios
liquidos e a 50pg/ml em meios gelosados, impedindo a formagdo de espordngios a uma
concentragdo de 10pg/ml.

4.4 — Melhoramento do Castanheiro em Relacao a Doenca da Tinta

O castanheiro, por possuir um periodo juvenil (periodo de tempo em que a
planta ndo tem capacidade de produzir frutos) muito longo, as suas sementes darem
origem a individuos geneticamente muito diferentes e ainda por ter um ciclo de vida com
vdrias dezenas de anos € uma espécie onde os estudos genéticos € os programas de

melhoramento se prolongam por periodos de tempo muito alargados.

No caso concreto do melhoramento do castanheiro em relagdo & doenca da tinta,
0s requisitos bdsicos para obter resisténcia sdo, no entanto, semelhantes aos utilizados

nas plantas anuais, sendo necessario:

— identificar as fontes de resisténcia;

— desenvolver metodologia para incorporar a resisténcia nas variedades
pretendidas;

— avaliar a resisténcia ao longo do tempo e em diferentes condi¢des ambientais;

— identificar os mecanismos de resisténcia € a sua base genética.

Os primeiros estudos para detectar fontes de resisténcia a doenca da tinta
indicavam como espécies resistentes o castanheiro japonés (C. crenata Zieb & Zuc.) € 0
castanheiro chinés (C. mollissima Blume). Estudos posteriores demostraram que estas
espécies ndo eram totalmente resistentes & doenca (FERNANDES, 1966). Este mesmo
autor refere que a utilizag@o do C. crenata teve algum significado em Portugal, mas os
resultados foram desanimadores porque esta espécie tem exigéncias ecoldgicas diferentes
do C. sativa e também porque a qualidade do fruto e madeira sdo muito inferiores a do
Castanheiro nacional.
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Desanimador foi também, segundo o mesmo autor, a sua utilizagdo como
porta-enxerto devido a falta de afinidade com C. sativa.

Os estudos de resisténcia em hibridos intra-especificos foi iniciada em Portugal
em 1947 por GOMES GUERREIRO em hibridos naturais ou obtidos por fecundagdo
controlada de C. crenata x C. sativa, tendo como objectivo, obter formas resistentes a
doenga e ao mesmo tempo com caracteristicas de qualidade e de adaptagdo as nossas
condic¢des ecoldgicas (FERNANDES, 1953).

Como nao € possivel prever antecipadamente o comportamento dos hibridos,
FERNANDES (1953), além desta linha de melhoramento, introduziu nos estudos de

resisténcia do castanheiro a procura de formas resistentes de C. sativa.

Com esta linha de melhoramento estariam resolvidas as questoes relacionadas
com a adaptac¢do e com as caracteristicas culturais que era necessdrio avaliar nos hibridos.
O método consistia na selecg@o dos individuos que manifestavam resisténcia de campo
dos quais se colhia a semente e se obtinham plantas que inoculava num ano com
P. cinnamomi € no ano seguinte com P. cambivora, ou vice-versa. Considerava
positivas as inoculagdes que resultavam na morte de planta e negativas as que
apresentavam comportamento igual ao das plantas testemunha, mantendo em observagio
as que apresentam necroses localizadas. As plantas com inoculagdes negativas aos dois
fungos eram consideradas resistentes. Nestes estudos, FERNANDES (1953) verificou que
36% do material testado apresentava resisténcia e concluiu que era possivel existirem
individuos de C. sativa com acentuadas caracteristicas de resisténcia a doenga.

A partir de 1960 este método foi ligeiramente alterado sendo a inoculagdo feita
por incisio na zona cambial, com uma mistura de estirpes das duas espécies
(FERNANDES, 1966) e repetidas em 3 anos consecutivos. Com este método o autor refere
que € possivel realizar maior nimero de inoculagdes e testar populagdes maiores,
porpocionando por isso maiores €xitos, porque os castanheiros ao serem sujeitos ao
parasitismo de vdrias estirpes t€ém maior probabilidade de resistirem a doenga em
condigdes naturais. A esta fase seguia-se a plantagdo dos clones em solos naturalmente
infectados e realizava nova avaliagdo da resisténcia seleccionando as plantas que
confirmavam a caracteristica de resisténcia.

Na linha de melhoramento de material resultante das hibridagdes de
C. crenata x C. sativa e de C. mollissima x C. sativa ou vice versa, a metodologia de
seleccdo foi semelhante, realizando-se complementarmente retrocruzamentos de material
F1 resistente com os progenitores (selec¢do recorrente). Os hibridos considerados
resistentes eram instalados no campo onde se avaliava, além do caracter resistente, a
adaptacdo as condigdes ecoldgicas e a afinidade de enxertia.

Os mecanismos genéticos envolvidos na resisténcia do castanheiro a

P. cinnamomi sdo processos dificeis de avaliar porque os estudos da heritabilidade da
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resisténcia, pardmetro que avalia a transmissdo das caracteristicas dos progenitores para a
sua descendéncia, demoram vdrios anos devido ao prolongado periodo juvenil desta
espécie. FERNANDES (1966) refere que s6 obtiveram flores femininas, nos hibridos,
passados 10 anos da plantagdo, o que atesta bem a dificuldade destes estudos genéticos.

A metodologia de selecgdo da resisténcia em relagio a doenga da tinta foi muito
semelhante em toda a Europa tendo-se obtido em Franga, Portugal, Espanha e Itdlia
colecgdes de clones com caracteristicas de resisténcia a doenca. Merece justo realce o
trabalho iniciado por CRUZ GALLASTEGNI, da entdo Missdo Biolégica da Galiza, e
depois continuado por ERNESTO VIEITEZ, da Universidade de Santiago de Compostela,

que conduziu a obten¢do de uma importante colecgiio de clones resistentes a tinta
(HERNANDEZ & MAGAN, 1979)

No ANEXO I, apresenta-se a lista de clones resistentes, obtidos por TAVEIRA
FERNANDES, utilizando o método da inoculacdo por ferida ou por hibridagdo e
vegetativamente propagados pelo Centro Regional de Investigagdo ¢ Desenvolvimento
Agrério de Braganca (L. Maia, com. pessoal, 1991).

Os trabalhos de melhoramento do castanheiro prosseguiram em Portugal,
realizando-se estudos de avaliagdo da resisténcia & doenca da tinta em diferentes
condig¢des ecoldgicas, avaliacdo da afinidade da enxertia, capacidade de enraizamento por
estaca, assim como do seu potencial produtivo e de qualidade para fruto e madeira.

O melhoramento do castanheiro em relagdo a doenca da tinta foi recentemente
impulsionado pela UTAD, constando essencialmente de trés fases (C. ABREU, com.
pessoal, 1991), que podem ser observadas na Fig. 7.

O material vegetal de partida € constituido por populagdes de castanheiro
selecionadas com base em caracteristicas favordveis do ponto de vista da silvicultura. Na
primeira fase recolhe-se a semente, que € disposta num viveiro “mortério”, drea
devidamente isolada e inoculada artificialmente com micélio/clamiddsporos de todos os
isolamentos identificados como P. cinnamomi. No ano seguinte as plantas sobreviventes,
provavelmente com alguma resisténcia, sdo transferidas para outro local (2* fase do
programa) € inoculadas com micélio do fungo com manifesta patogenicidade, através de
uma incisdo em T, feita na zona cambial do colo da planta. Na terceira fase avalia-se a
resisténcia em ramo destacado e seleccionam-se os clones a propagar vegetativamente.

Este programa, conduzido nos iltimos 6 anos pelos Departamentos de Protecgdo
de Plantas e Florestal, permitiu seleccionar alguns clones com manifesta resisténcia e
eleger mesmo clones com resisténcia e boa adaptagdo, segundo os primeiros resultados
dos ensaios multilocais de adaptagao.

62



Clones de

castanhsiro

;

1 am viveiro
montdrio

Sementeira

-

1, 2, 3 Ciclos de infecgdo

longo de um ano

Plantas
resistentes

!

Testes
de incculacdo
(inocu[agéo
por ferida)

:

¢ Actividades desenvolvidas ao

Actividades desenvolvidas no
ano seguinte

Fig. 7 — Diagrama representativo do programa de melhoramento do castanheiro em relagfio 4

doenga da tinta.

Selecgdo
das plantas
resistentes

!

Avaliagdo do
comportamento
vegetativo

;

Incculagao
em ramo
destacado

Y

Selecgdo

-

Multiplicagéo
vegetativa




V - IDENTIFICACAO DE ISOLAMENTOS DE PHYTOPHTHORA
OBTIDOS DE PLANTAS COM SINTOMAS CARACTERISTICOS DA
DOENCA DA TINTA

5.1 Introducio

A identificagdo e classificacdo das espécies de Phyrophthora assenta
primariamente nas caracteristicas morfolégicas dos esporingios, nomeadamente no
espessamento, presencga € tipo de papila apical, na caducidade e no comprimento do
pedicelo. Estes caracteres, conjugados com o tipo de anteridio (anfigineo, paragineo ou
ambos), ddo origem aos seis grupos (I-VI) das chaves de WATERHOUSE (1963),
NEWHOOK et al. (1978) e STAMPS et al. (1990).

P. cinnamomi e P. cambivora , espécies que isoladamente, ou em conjunto,
provocam no castanheiro sintomatologia semelhante, sdo espécies que possuem
espordngios nio papilados e ndo caducos e anteridios sempre anfigineos, caracteres que

definem o grupo VI das chaves anteriormente referidas.

A produgdo de espordngios proporciona um rapido aumento do indculo potencial
no solo, uma vez que cada espordngio pode produzir de dez a trinta zodsporos em menos
de uma hora se as condigdes lhe sdo favordveis (ZENTMYER, 1981). A obten¢do de
espordngios em condi¢des axénicas exige condigdes e meios especiais e mesmo assim a
sua formagdo € irregular e aleatéria. LEONIAN (1934), GRENTE (1961b) e FERNANDES
(1966), obtiveram esporangios de P. cambivora transferindo micélio com 7-8 dias de
crescimento para dgua destilada. LEONIAN (1934), considera esta caracteristica na
diferenciagdo de P. cambivora de P. cinnamomi, uma vez que esta dltima espécie, nessas
condigdes, permanece estéril. GRENTE (1961b), contudo, concluiu que esta caracteristica

ndo deve ser considerada diferenciadora devido a irregularidade na obtengdo de
esporangios por este processo.

A obtengdo de esporingios de P. cinnamomi apresenta ainda maior
irregularidade e complexidade, tendo-se baseado nos dltimos quarenta anos (ZENTMYER,
1980) na utilizagdo de extractos de terra ndo estéreis. Este método foi utilizado pela
primeira vez por MERHLICH em 1935 (ZENTMYER, 1980), consistindo na transferéncia
de micélio com 4 dias de crescimento em meio liquido de malte para extracto de terra ndo
estéril. A transferéncia do micélio é precedida de lavagens repetidas com dgua destilada e
esterilizada. O facto de extractos de solo ndo estéreis estimularem a esporulagdo de
P. cinnamomi e dos extractos esterilizados perderem essa capacidade, foi atribuido a
presenca de metabolitos produzidos por bactérias (ZENTMYER, 1980).
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Mais recentemente, CHEN & ZENTMYER (1970) obtiveram esporingios de
P. cinnamomi em condi¢des axénicas, transferindo micélio jovem para uma solucéo
salina pobre em nutrientes (nitrato de cdlcio 0,01M; nitrato de potdssio 0,005M; sulfato
de magnésio 0,004 M , num litro de 4gua destilada a que adicionaram 1ml de Fe EDTA
esterilizado por filtragio Millipore). O micélio € lavado com a solugdo salina no momento
da transferéncia, operag¢do que € repetida, posteriormente, a intervalos regulares. Esta
técnica baseia-se na alteracdo das condig¢des nutritivas e no efeito que determinados

catides, em proporgdes especificas, exercem na esporulacio de P. cinnamomi.

P. cambivora e P. cinnamomi sdo espécies morfologicamente muito préximas,
facto que se pode confirmar pelo elevado niimero de caracteres comuns nas chaves de
identifica¢do. Na chave sinéptica de HO (1981), que avalia trinta caracteres, 0s que
permitem distinguir estas duas espécies sdo: forma do espordngio, morfologia da
superficie do oogonio, capacidade para produzir clamidésporos em cultura axénica,
morfologia das hifas em meios gelosados, aparecimento de dilatagdes nas hifas, tamanho
forma e disposi¢do das dilatagdes das hifas, morfologia da colénia em meio gelosado de
milho (“corn meal agar™), sensibilidade ao verde malaquita, produgfo de pigmentos em
meio de caseina-tirosina hidrolisada.

A grande maioria dos caracteres diferenciadores estd relacionada com a
morfologia das hifas, devendo a observagdo ser realizada em determinadas condigdes.
GRENTE (1961b) verificou que o micélio aéreo € igual nas duas espécies. Verificou ainda
que se apresentava liso e uniforme e que s6 o micélio submerso permitiria diferenciar as
espécies, uma vez que FP. cambivora apresenta hifas lisas € uniformes e P. cinnamomi
apresenta vesiculas de forma e volume muito varidveis. Esta caracteristica aparece
unicamente em P. cinnamomi , sendo referide por WATERHOUSE et al. (1987) como
"hifas com dilata¢des grandes, esféricas e botridide”. Estas dilages diferenciam-se dos
clamidésporos por ndo possuirem septo basal e parede celular interna continua a velta da
dilatacdo, mas por vezes & dificil separar estas duas estruturas. Estes caracteres
morfolégicos, facilmente observdveis na extremidade das colénias em crescimento activo,
sao indicadores de P. cinnamomi, dada a estabilidade desta caracteristica nos diferentes
meios de cultura.

Os critérios de separagio destas duas espécies, ndo serdo tdo facilmente
objectivdveis noutras caracteristicas, como por exemplo na produgdo de pigmentos em
meio de casefna-tirosina hidrolisada onde a diferenciagdo € feita com base na producio
moderada ou ligeira de pigmentos por P. cambivora e P. cinnamomi, respectivamente.
A mesma situagido ocorre quanto d forma dos espordngios que em média sdo esféricos,
ovéides ou obpiriformes com razio comprimento largura (c/1) 1,0-1,6 em P. cambivora

e ovdides, elipsdides ou obpiriformes com razdo ¢/l 1,6-1,9 em P. cinnamomi.
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As dificuldades colocadas a obtenc¢ao de alguns caracteres morfoldgicos, a
variabilidade desses mesmos caracteres € a diferenciagdo das espécies nem sempre se
basear em critérios objectivos ou facilmente objectivdveis, fizeram com que a
identificagdo das espécies do género Phytophthora, fosse, desde sempre, um processo
demorado e realizado apenas por especialistas. Esta situacdo motivou e promoveu, em
certa medida, o aparecimento de estudos no dominio da bioquimica, da genética e da
serologia aplicados & taxonomia deste género, utilizando as novas técnicas que entretanto
iam surgindo nestas dreas do conhecimento.

GALLEGLY (1987a) considera o estudo das proteinas por electroforese como um
dos métodos mais promissores na classificagdo e identificacdo das espécies do género
Phytophthora. Esta técnica, utilizada mais frequentemente na delimitagdo e confirmagao
da identificag@o das espécies, foi pela primeira vez usada por CLARE & ZENTMYER
(1966). Estes investigadores verificaram que os padrdes proteicos em gel de amido de
P. cinnamomi Rands, P. citrophthora (Sm. & Sm) Leonian e P. palmivora (Butler)
Butler, eram diferentes, tendo concluido que esta técnica poderia ser itil na delimitacdo
especifica das espécies do género Phytophthora . HALL et al (1969) confirmaram a
validade desta técnica na delimitagdo das espécies deste género, baseados na
uniformidade dos padrdes proteicos obtidos no estudo de quarenta e trés isolamentos,
identificados por critérios morfoldgicos como P. cinnamomi, P. cactorum, e
P. palmivora. Os perfis proteicos obtidos em gel de acrilamida permitiam, com base nas
bandas dominantes, diferenciar padrdes proteicos de quatro tipos; P. cinnamomi e
P. cactorum apresentaram, em cada espécie, um tunico padrdo proteico, enquanto
P. palmivora apresentou dois tipos quantitativamente diferentes mas qualitativamente
semelhantes. Esta espécie, deixou de estar separada em tipos ou formas morfoldgicas,
sendo considerada actualmente, com base em critérios morfoldgicos, como espécies
diferentes — P. megakarya, e P. capsici. Neste mesmo estudo os padrdes proteicos
apresentaram ligeiras variagoes nas diferentes repeti¢oes, dado que nem todas as bandas
ficavam igualmente bem reveladas nas diferentes corridas electroforéticas. Estes mesmos
autores, baseados no facto de ndo terem obtido bandas comuns nas diferentes espécies
estudadas, concluiram que o género Phytophthora, como unidade taxonémica, ndo se
poderia identificar por electroforese, assim como ndo se poderiam relacionar bandas ou
conjuntos de bandas com determinadas caracteristica morfologicas. KAOSIRI &
ZENTMYER (1980) utilizando electroforese em gel de acrilamida, obtiveram uma banda
proteica de igual mobilidade electroforética (Rf 60) nas espécies P. cinnamomi, P. capsici
e nas formas morfoldgicas - MF1, MF2, MF3, MF4 de P. palmivora. NWAGA et al.
(1990) obtiveram também uma banda comum de reduzida mobilidade electroforética nas
espécies P. cryptogea, P. cinnamomi, P. megasperma, P. nicotianae, P. capsici,

P. megakarya, P. palmivora e P. citrophthora.
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A utilidade da electroforese de protefnas na delimitagdo especifica do género
Phytophthora foi confirmada por outros autores, como GIL & POWELL (1967), GIL &
ZENTMYER (1978), CACCIOLA et al. (1990), CINAR et al. (1990), NWAGA et al. (1990),
RICCI et al. (1990).

Os sistemas isoenzimdticos sdo também frequentemente estudados, tanto
considerados isoladamente como em conjunto com os perfis proteicos, com o objectivo
de caracterizar mais pormenorizadamente as espécies. HALL et al. (1969) obtiveram 3
tipos de padrdes esterdsicos em P. cinnamomi, um tinico padrdo em P. cactorum e nove
tipos em P. palmivora. Verificaram, ainda, que os isolamentos com perfis de esterases
idénticos apresentavam perfis proteicos idénticos, ndo acontecendo o mesmo na situagio
inversa. CACCIOLLA ef al. (1990) concluiram que os zimogramas esterdsicos revelavam
diferenciacdo intraespecifica, permitindo identificar trés tipos esterdsicos em
P. cryptogea. Este mesmo autor obteve padrdes proteicos e enzimdticos (arilesterase e
malato-desidrogenase) que permitem diferenciar P. cryptogea de P. drechsleri, espécies
morfologicamente muito préximas.

NWAGA et al. (1990), concluiram que alguns sistemas enzimdticos sdo mais
adequados do que outros para a caracterizacdo das espécies em estudo, sendo necessdrio
realizar um estudo prévio para os identificar.

O facto j4 anteriormente referido, das espécies P. cinnamomi e P. cambivora
serem morfologicamente muito semelhantes e provocarem sintomatologia idéntica no
castanheiro europeu (Castanea sativa Mill.), torna premente a identificacdo precisa e
rdpida das espécies em causa, nomeadamente quando se pretende avaliar o indculo
potencial no solo, a agressividade do parasita, as interac¢des hospedeiro parasita no
processo infeccioso e a avaliagdo da resisténcia do hospedeiro.

Para a identificacdo dos isolamentos de Phytophthora o estudo conduzido
baseou-se em critérios morfolégicos e critérios bioquimicos. Avaliaram-se caracteres
morfolégicos diferenciadores relacionados com morfologia da coldnia, das hifas e dos
esporingios referidos na chave sindptica de HO (1981) e STAMPS ez al. (1990). Como
critério bioquimico, compararam-se os perfis proteicos e enzimdticos (esterases) dos
isolamentos em estudo usando como padrdo, isolamentos classificados como

P cinnamomi. pelo Commonwealth Mycological Institute.
5.2 — Material e Métodos

5.2.1 - Isolamentos de Phytophthora

Os isolamentos em estudo, provém quase todos de castanheiros jovens da regido

de Trds-os-Montes. A sua caracterizagdo encontra-se descrita no Quadro 8. Os
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isolamentos UTAD 79 e UTAD 80 foram identificados como P. cinnamomi pelo
Commonwealth Mycological Institute, recebendo os cédigos IMI 335 488 e IMI 335
492, respectivamente. Estes isolamentos serdo utilizados como padrido de comparagio
nos estudos de eletroforese e como fonte de indculo nos estudos de avaliagdo de

resisténcia dos vdrios clones de castanheiro.

Quadro 8§ — Caracterizagfo sumdria dos isolamentos de Phytophthora.

Cédigo do isolamento Local de origem Ano de isolamento Hospedeiro de que
das plantas se isolou

UTAD 66/Col. Alcobaga 1986 C. sativa

UTAD 79/Col. Vila Real 1989 Marsol* (jovem)

UTAD 80/Col. Vila Real 1989 C. sativa

UTAD 100/Col. Mira 1991 Chamaecyparis

lawsoniana

UTAD 180/Isol. Bornes 1990 C. sativa (jovem)

UTAD 183/Isol. Lamacha 1990 C. sativa (jovem)

UTAD 187/Isol. Lamachd 1990 C. sativa {jovem)

* Hibrido C. crenata x C. sativa

5.2.2 - Caracteres morfoldgicos

5.2.2.1 - Morfologia da colénia em meio gelosado de milho
(CMA)

Para se avaliar a morfologia e a taxa de crescimento da colénia transferiu-se, da
extremidade de coldnias em crescimento activo, um inéculo com 4 mm de didmetro, para
o centro de placas de Petri com 10 ml de meio gelosado de milho (Difco CMA, 19g/1) que
se incubou a 22 + 2°C. A taxa de crescimento foi determinada pela medicdo didria do
crescimento radial da colénia durante dez dias, medi¢des que foram realizadas segundo
duas direc¢des ortogonais, previamente marcadas nas placas.

5.2.2.2 - Morfologia das hifas

Da extremidade de colénias com 3-4 dias de crescimento e de micélio submerso
no meio gelosado de batata dextrosada (Difco PDA, 39g/1), efectuaram-se preparagdes
microscopicas com lactofenol azul (cristais de fenol, 20g; 4cido ldctico, 20g; glicerina,
40g; solugdo azul algoddo, 20 ml) ou lactofenol (a mesma solucdo sem a solugdo de azul
algoddo) quando se pretendeu observar a coloragdo natural das hifas e dilatagdes.
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5.2.2.3 - Morfologia dos esporangios

Para a produgdo de espordngios seguiram-se os principios gerais que CHEN &
ZENTMYER (1970) estabeleceram: micélio em activo crescimento, redugdo nas condi¢des
nutricionais do meio e estimulo dos catides Ca** e Mg**. O método utilizado assentou no
indicado por TUITE (1962) para a produgio de espordngios no género Phytophthora,
acrescido das condigdes que satisfizessemn as permissas anteriormente referidas.

Da extremidade de colénias com 3 dias de crescimento em CMA (Corn Meal
Agar, Difco 19 g/1) e incubadas a 25°C, retiraram-se inéculos de forma e tamanhos
irregulares mas de pequena dimensdo que seguidamente se transferiam para placas de
Petri com 15 ml de meio liquido, constituido por:

a) dgua destilada e esterilizada;

b) solugdo de Petri esterilizada (0,4 g de nitrato de cdlcio, 0,15 g de sulfato de
magnésio, 0,15g de fosfato de potdssio, 0,05 g de cloreto de potdssio, 1 litro
de dgua destilada);

c) solugdo de solo autoclavado (100g de solo dissolvido num litro de dgua que
se deixou decantar durante 24h e se filtrou por papel de filtro).

Quando da transferéncia do micélio, o inéculo foi abundantemente lavado com a
solucdo para a qual ia ser transferido. Incubou-se a 25°C numa estufa que permitia
condi¢des de luminosidade durante o dia. Observou-se ao microscépio passados 3 e 8
dias.

5.2.3 = Observacoes microscopicas e medicOoes micrométricas

As observagdes microscépicas foram realizadas num microscépio Leitz,
Laborlux 12. As medi¢des micrométricas efectuaram-se com ocular micrométrica
contrastada com x18 e com objectiva x40. Nesta combinag¢do, um espaco do micrémetro
equivale a 2,65 um.

O nimero de medigdes para avaliar cada cardcter variou de 10-20, que segundo
DE VRIES (1952) é suficiente quando o objectivo € identificar as espécies e ndo
determinar a variabilidade desse cardcter.

As fotomicrografias foram realizadas num microscépio Leitz, Laborlux 12
equipado com material fotografico Wild Leitz (MPS 46, Photoautomat).
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5.2.4 - Caracteres bioquimicos - electroforese de proteinas
miceliais e sistemas enzimaiticos

5.2.4.1 - Condicoes culturais dos fungos em estudo

Os isolamentos constantes do Quadro 8, foram transferidos da micoteca da
UTAD, para placas de Petri com 10 ml de meio gelosado de batata dextrosada (PDA)
(Difco PDA - 39g/l). Este inéculo foi colocado numa estufa a 25°C durante 3 dias.
Retirou-se entdo, da extremidade da coldnia, 3 discos com 3mm de didmetro que foram
transferidos assepticamente para baldes de Erlenmyer com 150ml de meio liquido de
extracto de malte (Extract Malt Broth, Difco 15g/1), incubou-se a 22°C as escuras e
durante 15 dias.

5.2.4.2 - Extraccao de proteinas miceliais totais

Para a extrac¢do das protefnas miceliais adoptou-se a metodologia de GUEDES &
RODRIGUES (1974) com algumas alteracoes.

O micélio foi separado do meio de cultura por filtragdo em funil de Buckner e
papel Whatman n? 3, lavado com dgua destilada 2 a 3 vezes, seguido de uma lavagem
com tampdo acetato 0,05 M, pH 4,5.

Adicionou-se 10ml do tamp@o a cerca de 1g de micélio e triturou-se com ultra-
-turax IKA, durante cerca de 1 minuto. O homogeneizado foi centrifugado a 12 500 rpm
por uma hora. O sobrenadante foi dialisado contra dgua destilada durante a noite, em
cdmara fria (= 5°). A concentragio foi realizada com carbowax (polietilenoglicol 6 000)

até cerca de 1ml, seguida de nova centrifugac¢do a 12 500 rpm, por 15 min.

O sobrenadante foi colocado e guardado em tubos Ependorf a 5°C.

5.2.4.3 - Electroforese de proteinas miceliais

A separagdo de proteinas foi realizada com 11l do extracto micelial num aparelho
PhastSystem da Pharmacia, por focagem isoeléctrica (IEF) em gel de acrilamida de
gradiente pH 4,0 — 6,5. A coloragdo das proteinas foi feita com nitrato de prata no
PhastSystem Development Apparatus Pharmacia.

5.2.4.4 - Sistemas enzimaticos

Para o estudo dos sistemas enzimadticos, as condi¢des culturais do micélio e o

processo de extracgdo das proteinas tiveram de ser modificadas, pois nas condigdes
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anteriormente referidas ndo se detectou qualquer tipo de actividade enzimdtica das

esterases, peroxidares, malato desidrogenase e fosfatases.

As condigdes culturais dos fungos mantiveram-se no essencial idénticas as
descritas anteriormente. As diferengas situam-se no pH do meio, que foi ajustado
inicialmente a pH 8 com NaOH, e no periodo de crescimento, que foi reduzido para
8 dias, dado que a actividade enzimdtica € mais acentuada em micélio jovem (HALL et
al., 1969). No processo de exctrac¢do das proteinas miceliais, a metodologia foi a
anteriormente indicada, mas realizada com tampdao Tris — HCL, 0,01M, pH 7, com 0,1%
de mercapto — ethanol e 0,1g de policlar/g de micélio, seguindo-se depois 0 mesmo
processo.

O sistema enzimdtico estudado foi o das esterases. Foram separadas em gel de
poliacrilamida por focagem isoeléctrica num aparelho PhastSystem, em gel de gradiente
de pH 3-9 e revelado como o descrito por NAVE (1986), utilizando como substrato 1,5ml
de acetato o-naftil a 1% e 0,5ml de acetato de B-naftil a 1% e incubado a temperatura
ambiente durante 1 hora.

A andlise dos zimogramas, baseou-se na observagdo e comparagdo visual dos
perfis dos diferentes isolamentos, obtidos no mesmo gel. Os perfis proteicos foram
analisados com base no nimero e posi¢io das bandas e comparados entre si pelo Indice
de Similaridade (IS), que KAOSIRI & ZENTMYER (1980), usaram pela primeira vez para

comparar espécies do género Phytophthora e o definiram como:

Nimero de bandas similares

IS = Numero de bandas similares + n® de bandas diferentes

Como € ébvio, valores proximos da unidade indicam maior grau de similaridade

e permitem concluir da validade das comparagdes estabelecidas.

5.3 - Resultados

5.3.1 - Caracteres morfoldgicos

5.3.1.1 - Morfologia e crescimento radial da coldnia

Todos os isolamentos em estudo apresentaram em meio gelosado de batata
dextrosada e em meio gelosado de milho (PDA Difco, 39g/1; CMA Difco, 17g/1),
crescimento submerso e aéreo com coldnias de aspecto petaloide com excep¢do do
isolamento UTAD 80 que apresentou coldnia tipo estrela. A aparéncia da colénia nos
meios anteriormente referidos diferencia P. cinnamomi de P. cambivora, uma vez que

nesta dltima as colénias ndo tém aquele tipo especifico de crescimento. Esta caracteristica
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apresentou-se mais evidente quando a temperatura de incubagdo se situou na gama dos
22°C. A temperaturas mais elevadas as colénias t€m um crescimento mais rdpido,

praticamente sem mic€lio aéreo e com morfologia de crescimento menos evidente.

O crescimento radial de coldnia, ndo sendo um cardcter taxondmico
diferenciador, foi avaliado com o objectivo de melhor se caracterizarem os diferentes
isolamentos. O resultado da andlise de varidncia referente ao crescimento radial da colénia
ao fim de 10 dias de incubacdo, tendo-se utilizado 4 repeti¢des por isolamento, revela
diferencas altamente significativas no crescimento dos diferentes isolamentos (Quadro 9).

Quadro 9 - Andlise da varidncia dos valores referentes ao crescimento radial da coldnia ao fim
de 10 dias de incubagio dos diferentes isolamentos de Phytophthora (4 repeti¢les).

Origem da variagdo GL SQ oM F p
Isolamentos 6 92,316 15,386 30,331 0,000
Emo 20 10,247 0,512

Os valores médios do crescimento dos 8 isolamentos de Phytophthora ficam
separados, com base nos critérios de TUKEY, como o indicado no Quadro 10.

Quadro 10—  Crescimento radial médio das coldnias dos diferentes isolamentos de
Phytophthora apds 10 dias de incubagio a 22-23°C.

Isolamento UTAD 66 UTAD79  UTAD 100 UTAD 187 UTAD 183  UTAD 80 UTAD 130
Crescimento radial da
colénia (cm) 10,688A* 9288 A 9850A 6788B 6,667B 6375B 5688B

TUKEY, nivel de significincia ( o= 5%)

* Valores médios com letras em comum ndo so significativamente diferentes.

5.3.1.2 - Morfologia das hifas

Todos os isolamentos evidenciaram hifas com dilatagdes tipicas de
P. cinnamomi, Fig. 8 (A, B e C) como o indicado por GRENTE (1961b), FERNANDES
(1966), NEWHOOK et al. (1978) e WATERHOUSE et al. (1987), que consideram estas
dilatagGes como uma caracteristica estdvel a avaliar nesta espécie. Alguns isolamentos em
estudo apresentaram dilatages em menor niimero, como no caso do UTAD 66 ¢ UTAD
180. Estas dilata¢des aparecem como protuberincias esféricas e sésseis nas hifas jovens,

podendo ser terminais ou laterais e surgirem isoladas ou em grupo (Fig. 8, B e C).
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Fig. 8 — Aspecto caracteristico das hifas de Phytothphora cinnamomi. A — Hifas de aspecto
irregular e verrucosas (x 400). B — Dilata¢des terminais isoladas em hifas lisas e uniformes da parte aéren
da coldnia (x 400). C — Dilatagoes terminais das hifas dispostas em grupo (x 400). As dilatagoes das hifas
$do semelhantes aos clamiddsporos, diferenciando-se destes por nio apresentarem Seplos (ue 0s separam
das hifas e parede intema continua.
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As dilatagoes das hifas adquirem um aspecto botridide quando o micélio atinge a
maturidade.

As hifas que se desenvolvermn na parte aérea da coldnia sdo lisas € uniformes
quando jovens, podendo desenvolver dilatagdes esféricas isoladas semelhantes a do
micélio submerso, quando atingem maior maturidade.

A separagdo entre micélio de P. cinnamomi e de P. cambivora sé pode ser
determinado em micélio jovem e submerso, uma vez que colénias mais velhas de
P. cambivora podem apresentar também dilatagdes nas hifas de forma esférica ou ovédide
dispostas em grupo ou isoladamente, tornando mais subjectiva a avaliagdo deste cardcter
(GRENTE, 1961b).

As dilatacoes das hifas em determinadas condi¢des sdo muito semelhantes aos
clamidédsporos, diferenciando-se destes por ndo apresentarem parede interna continua e
septos que os separam das hifas (Fig. 8 C).

A forma, dimensdo e disposi¢ao das dilatacdes nas hifas € considerado cardcter
taxondmico a avaliar na chave sinéptica de HO (1981). Este autor ndo especifica a etapa
de desenvolvimento para realizar as observacodes, mas atribuiu-lhe um factor de
ponderagdo 2, o que significa que € um cardcter com estabilidade acentuada.

5.3.1.3 - Esporangios

Todos os isolamentos, com excep¢ao do UTAD 187, produziram espordngios
(Fig. 9, A , B e C) em solugdo de Petri esterilizada, sendo todos ndo caducos € ndo
papilados com as seguintes caracteristicas biométricas.

Quadro 11 — Caracteristicas biométricas médias dos esporangios.

Isolamento Comp (c)*sd (um) Larg (I) £ sd (um) ¢/l
UTAD 79/Col. 54,7547,99 35.77+£2.93 1.5
UTAD 80/Col. 38,42+3,33 22.08+3,30 1.7
UTAD 66/Col. 40,41+7,92 28,40+5,08 1.4
UTADI187/Isol. - - <
UTADI83/Isol. 43,5147,06 31.80+2.83 1.4
UTAD180/Tsol. 35.51£7,42 24,38+5,13 1.5
UTADI100/Col. 42.4+2.16 31.13+1,14 1.4

- sem produgdo de espordngios
sd desvio padrio da média

No Isolamento UTADS80 (IMI 335 492) observaram-se inicialmente
clamiddsporos, mas na observacdo realizada aos 8 dias estavam presentes esporangios,
embora todos de reduzidas dimensdes. Nos outros isolamentos observou-se
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Fig. 9 — Esporangios de Phytothphora cinnamomi obtidos em solugdio de Petri. A e B —
Esporingios ovoides, ndo papilados e ndo caducos de Phytothphora cinnamomi (x 400). B — Esporangio
de Phytothphora cinnamomi corado com lactofenol azul (x 400).




frequentemente a germinagdo directa dos espordngios, germinagdo por hifas
germinativas, € por vezes o fenémeno da proliferagdo interna. HO (1981) atribui grande
importincia taxondmica a esta caracteristica, tendo-lhe atribuindo factor de ponderagao 3.

Em dgua destilada e estéril ndo se obteve qualquer tipo de estrutura de resisténcia
ou de propagacdo e em solucd@o de solo estéril verificou-se a formacdo de clamidésporos
que posteriormente germinaram por elevado nimero de hifas germinativas (Fig. 3 C).

Como foi jd repetidamente referido, a morfologia dos espordngios,
nomeadamente o espessamento da papila apical, o tipo de caducidade e o comprimento do
pedicelo, sdo os caracteres primariamente avaliados para identificar o grupo a que
pertence o isolamento de Phytophthora em estudo. Na chave sindptica de HO (1981)
todos os caracteres relacionados com os espordngios tém um factor de ponderagdo 3,
factor atribuido apenas aos caracteres de grande estabilidade, com excepcao dos que se
relacionam com a forma e dimensfo desta estrutura assexual de reprodugio que sio

ponderados com factor 1 (cardcter varidvel e pouco estavel).

Constata-se ainda que nenhuma das caracteristicas relacionados com os
espordngios € diferenciadora destas duas espécies, com excep¢do, e sé em determinada
medida, da que se relaciona com a forma do espordngio, que pode ser esférico, ovdide,
ou obpiriforme, com razio comprimento/largura 1,0-1,6 em P. cambivora e ser ovéide,
ou obpiriforme com razdo comprimento/largura 1,6-1,9 em P. cinnamomi. O facto de
apresentarem formas e razdo ¢/l sobreponiveis, atesta bem a variabilidade deste cardcter e

o seu reduzido valor na diferencia¢do destas espécies do grupo VI da classificagdo de
WATERHOUSE (1963), NEWHOOK et al. (1978) e STAMPS et al. (1990).

Pode-se, entdo, referir que todos os isolamentos de Phytophthora estdo de
acordo com a descricdo de WATERHOUSE & WATERTSON (1966) para P. cinnamomi.

5.3.2 - Caracteres bhioquimicos

5.3.2.1 - Perfis proteicos e enzimaticos

Os resultados, da separagdo das proteinas miceliais em gel de acrilamida de
gradiente pH 4,0 — 6,5 por focagem isoeléctrica (IEF) dos seis isolamentos de
Phytophthora, encontram-se representados diagramaticamente na Fig. 10. A
representagdo diagramadtica baseou-se na ampliagdo fotogréfica do gel, Anexo II, e na sua
observacdo visual.

,

A uniformidade dos perfis € elevada, aparecendo, no entanto, algumas
diferencas que se relacionam com a auséncia de algumas bandas e o aparecimento de
bandas menos nitidas devido & sua pequena dimensdo e densidade Gptica. As bandas que

apresentam diferencas estdo assinaladas no diagrama com letras mindsculas: a) bandas de
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menor dimensdo e densidade 6ptica, b) bandas ndo comuns a todos os isolamentos. O
perfil do isolamento UTAD 100 ndo foi considerado nesta andlise porque as bandas
proteicas ficaram mal reveladas na maior parte do perfil o que tornou invidvel a sua
observacdo e identificacdo.

O nimero de bandas principais, bandas com dimensdo e intensidade Optica
facilmente observiveis, variou de 22 a 24 e o de bandas menores, bandas de reduzida
dimensdo e fraca intensidade Optica, variou de 4 a 6. A andlise dos perfis baseou-se no
cdlculo do Indice de Similaridade (IS) de KAOSIRI & ZENTMYER (1980), que avalia a
posi¢do das bandas proteicas sem incluir a dimensdo e densidade éptica das bandas.

' = =
==
k=== k=== E === E=z== a E==x
i e Y s R i

b
: 79 66 187 183 180 80 -

Isolamentos de Phytophthora

Fig. 10 — Espectro de proteinas totais obtidas em gel de acrilamida com gradiente de Focagem
Isoeléctrica 4,0-6.5.
a — bandas de menor dimensdo e densidade Gptica.

b — bandas ndo comuns a todos os isolamentos de Phytophthora.
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Os valores do Indice de Similaridade dos isolamentos em estudo estdo indicados no
Quadro 12, para as bandas principais e no Quadro 13 para a totalidade das bandas.

Da anlise dos Quadros 12 e 13 verifica-se que o Indice de Similaridade variou
entre 0,84 e 1,00, quando se consideraram apenas as bandas principais e entre 0,81 e
0,97 quando se consideraram todas as bandas. Aplicando-se a estes valores o critério de
KAOSIRI & ZENTMYER (1980), NWAGA et al., (1990), RICCI et al., 1990), que
consideram valores superiores a 0,60 como similaridade elevada, verifica-se que a
uniformidade dos perfis proteicos dos isolamentos em estudo € elevada e pode-se

concluir que todos os isolamentos pertencerdo a mesma espécie, P. cinnamomi.

Quadro 12 — Valores do Indice de Similaridade (bandas principais).

Indice de Similaridade

Isolamento n® UTAD79 UTAD80 UTAD66 UTAD 187 UTAD 183 UTAD 180

UTAD 79 - 1,60 0,96 1,00 0,91 0,91
UTAD 80 - 0,91 1,00 0,92 0,91
UTAD 66 - 0,91 0,92 0,91
UTAD 187 - 0,93 0,91
UTAD 183 = 0,84
UTAD 180 -

Quadro 13 — Valores do Indice de Similaridade (totalidade das bandas).

fndice de Similaridade

Isolamento n* UTAD79 UTADS0 UTAD66 UTAD187  UTAD 183 UTAD 180

UTAD 79 - 0,87 0,81 0,84 0,90 0.83
UTAD 80 - 0,93 0,97 0,96 0,89
UTAD 66 - 0,97 0,90 0.89
UTAD 187 - 0,93 0,86
UTAD 183 - 0,86
UTAD 180 —

Os zimogramas das esterases, diagramaticamente representados na Fig. 11,
iguais em todos os isolamentos em estudo, apresentaram 4 enzimas; uma banda mais
intensa com ponto isoeléctrico (pI) 5,3 e trés bandas de reduzida dimensdo e intensidade
Optica com pI, 8,35, 8,5, e 8,6, respectivamente.
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HALL er al., (1969) obtiveram trés tipos de perfis de esterases em P. cinnamomi
num total de quinze isolamentos, o que segundo CINAR (1990) significa que existem
diferengas genéticas entre os isolamentos, 0 que tornaria os zimogramas destas enzimas
mais indicados na identifica¢@o ao nivel da subespécie.

+ +

79 66 187 183 180 80
Isolamentos de Phytophthora

Fig. 11 — Espectro de esterase em gel de acrilamida com gradiente de Focagem Isoeléctrica
3,0-9,0.

No presente estudo, 0os zimogramas esterdsicos iguais em todos os isolamentos
confirmam a grande uniformidade dos perfis das proteinas miceliais e apoiam a conclusdo
de que todos os isolamentos pertencerdo & mesma espécie, P. cinnamomi.

5.4 - Discussao

A identificagdo das espécies de Phytophthora deve assentar, segundo
WATERHOUSE et al. (1987), em caracteres facilmente reconhecidos e observéveis,
mesmo que esses caracteres tenham um significado biolégico menos evidente que outros,
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de obtengdo mais complexa, mas nem sempre possiveis de executar, como por exemplo,
a determinac¢do do nimero de cromossomas e de estudos bioquimicos. ZENTMYER
(1980), considera P. cinnamomi uma espécie com caracteristicas morfoldgicas estiveis e
por isso facilmente identificada, mas como jd se referiu ¢ também morfologicamente
muito préxima de P. cambivora baseando-se a diferenciagdo destas espécies em critérios
ndo facilmente objectivdveis o que torna por vezes subjectiva a separac¢do destas duas
espécies do Grupo VI das chaves de WATERHOUSE (1963), NEWHOOK et al. (1978) ¢
STAMPS et al. (1990).

A avaliag@o dos caracteres morfoldgicos relacionados com as hifas, que na chave
de HO (1981) contribuem com quase 50% dos caracteres diferenciadores destas duas
espécies, faz-se em coldnias plenamente desenvolvidas, estabelecendo-se a diferenciagdo
das duas espécies com base na disposi¢ao das dilatagdes, que serao botridides ou simples
em P. cinnamomi e serdo catenuladas ou simples em P. cambivora. Este critério parece
mais subjectivo do que o estabelecido por GRENTE (1961b) que limitando a observagdo
ao micélio jovem, baseou a diferenciagdo destas duas espécies na presencga ou nido das
dilata¢des das hifas.

Os esporingios, estrutura morfolégica essencial na identificagdo dos isolamentos
ao nivel de grupo, ndo apresenta diferengas significativas e estdveis que permitam separar
estas duas espécies, uma vez que todas as caracteristicas so iguais, com excepgio das
que se relacionam com a forma e dimensdo, embora aparecendo nas chaves valores que
se sobrepdem e ponderados por HO (1981) com factor 1, que atesta bem a reduzida
estabilidade deste cardcter. As dimensdes dos esporangios dos isolamentos em estudo
situaram-se abaixo dos indicados pela maioria dos autores, mas incluidos na gama de
variagdo apresentada por FERNANDES (1966), que obteve espordngios que variaram entre
38-84 x26-48 um. A razio comprimento/largura (c/1) dos esporingios, dos isolamentos
em estudo, que em certa medida reflecte a forma desta estrutura de reproducdo assexuada,
apresentou valores que pela chave de HO (1981) corresponderiam a P. cambivora
(1,0-1,6). Da bibliografia consultada verificou-se ser muito varidvel esta relagao (c/1) em
P. cinnamomi; HO & ZENTMYER (1977a), por exemplo, encontraram valores que
variaram de 1,3 a 2,6 em esporingios produzidos por apenas dois isolamentos de
P. cinnamomi. WATERHOUSE er al. (1987), considera mesmo o conhecimento da gama
de variacdo de determinado cardcter mais importante do que o seu valor médio, o que
evidencia a falta de robustez dos caracteres taxonémicos que avaliam a dimensdo e forma
das estruturas morfolégicas no género Phytophthora. Outro factor importante, a
considerar na avaliagdo da forma e dimensdo das estruturas morfoldgicas, € a
uniformizagdo dos meios e condi¢des culturais para obteng@o das diferentes estruturas.
Este objectivo foi formulado pela primeira vez por ROSENBAUM em 1917 (WATERHOUSE
et al., 1987), considerando este iltimo autor que, este objectivo continua actual, sendo
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necessdrio fazer um esfor¢o no sentido da uniformizagdo, apesar das dificuldades que
advém das espécies apresentarem exigéncias diferentes de umas para as outras.

A variabilidade fenotipica fortemente influenciada pelas condi¢des ambientais e
culturais dos isolamentos, fez com que muito cedo se estudassem caracteres taxonémicos
menos dependentes das condigdes ambientais, como por exemplo a electroforese das
proteinas miceliais e de enzimas, HALL er al. (1969) consideraram que este método
reflectia relagGes genotipicas, embora ndo directamente relacionadas com os caracteres
morfolégicos usados na classificagdo do género Phytophthora. Os resultados de
electroforese de proteinas miceliais por focagem isoeléctrica (IEF) em gel de gradiente
4,0-6,5 anteriormente apresentados, permitem-nos concluir que a uniformidade dos
perfis proteicos em P. cinnamomi € elevada e que esta técnica permite identificar esta
espécie do género Phytophthora, resultados que CLARE & ZENTMYER (1966), GILL &
POWELL (1967), HALL et al. (1969), KAOSIRI & ZENTMYER (1980), CINAR et al.
(1990), NWAGA et al. (1990), também obtiveram e apoiam teoricamente esta nossa

conclusao.

A comparagdo dos resultados dos diferentes estudos de electroforese, que muito
contribuiram para o conhecimento de variabilidade proteica das espécies de Phytophthora,
ndo é possivel, dado serem diferentes as condicdes de extracgdo de proteinas e de
electroforese, o que limita o alcance do método na taxonomia deste género. GALLEGLY
(1987a) considera como estudo ideal a realizar nesta drea do conhecimento, aquele que
incluisse todas espécies e fosse realizado num tnico laboratério € nas mesmas condigdes
experimentais.

Até agora, e na falta de um estudo como o proposto por GALLEGLY (1987a), a
electroforese de proteinas e isoenzimas tem sido mais frequentemente utilizadas na
delimitagdo especifica € como um critério bioquimico estdvel na identificagdo de espécies
do género Phytophthora, dada a uniformidade dos perfis proteicos das espécies, obtidos
por todos os investigadores que aplicaram esta técnica. Existem no entanto algumas
excepgoes a esta uniformidade de resultados, nomeadamente em P. citricola onde os
perfis proteicos apresentaram alguma variabilidade (BIELENIN ef al., 1988) e em
P. megasperma, onde essa variabilidade é também referenciada. NWAGA ez al. (1990) e
KAOSIRI & ZENTMYER (1980) questionam mesmo as comparagoes por eles realizadas
com base no Indice de Similaridade (IS), uma vez que este método apenas avalia a
posicdo das bandas e ndo a sua densidade, concluindo que os resultados obtidos
poderiam ser diferentes se esse factor entrasse em consideragio. Outra questao que estes
autores levantam € a de que apenas uma parte das protefnas totais € analisada, o que
poder4 limitar também a sensibilidade das comparagdes com base na electroforese.

Neste estudo os zimogramas das esterases, iguais em todos os isolamentos,

evidenciaram 4 isoenzimas, valor que € inferior ao encontrado por HALL er al. (1969) que
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encontrou 5 isoenzimas e inferior as 9 isoenzimas obtidas por NWAGA et al. (1990), mas
superior ao encontrado por KAOSIRI & ZENTMYER (1980) que obtiveram 3 isoenzimas
Estes valores ndo t€m por si sé, qualquer significado, a ndo ser, o de evidenciar a
necessidade da uniformizac¢do dos métodos para avaliagdo de caracteres bioquimicos com
cardcter taxondmico. Verifica-se ainda que nas nossas condigdes de estudo os
zimogramas surgiram mais intensos nos isolamentos que revelaram menor crescimento
radial, possivelmente devido & maior quantidade de micélio jovem, condigdo considerada
indispensdvel para a detec¢io e resolugdo de actividade enzimdtica em Phytophthora.

Os perfis proteicos revelaram uniformidade acentuada, surgindo, no entanto,
algumas diferengas, nomeadamente no aparecimento de bandas muito proximas mas de
menor dimensio e intensidade ou mesmo na existéncia de bandas “menores” ndo comuns
a todos os isolamentos. O facto de se ter utilizado um método electroforético, Focagem
Isoeléctrica (IEF), em aparelho PhastSystem, que possibilita a separacdo de proteinas que
diferem apenas ligeiramente na composi¢do dos aminodcidos € a técnica de coloragdo com
nitrato de prata, detectar bandas proteicas com menos de 50ng/jil, torna este método
muito preciso. Possui ainda a vantagem de se obterem valores que podem ser
comparados com outros laboratérios devido a automatizagcdo de grande parte dos
procedimentos. Por estas razdes poderd ser um dos métodos electroforéticos de eleigdo
em estudos taxonémicos do género Phytophthora, permitindo, futuramente, por

compara¢do dos perfis proteicos, uma rdpida e fécil identificagdo das espécies em estudo.



VI - AVALIACAO DA RESISTENCIA DO CASTANHEIRO A

Phytophthora cinnamomi

6.1 — Introducao

As técnicas de melhoramento, utilizadas para obter plantas resistentes is
doengas, sdo, no essencial, idénticas as utilizadas para as caracteristicas hereditariamente
transmitidas. No entanto, para avaliar a resisténcia € necessdrio desenvolver metodologias
especificas que evidenciem a interacgdo que se estabelece entre o parasita e o hospedeiro.

A metodologia da avaliag@o da resisténcia nas espécies de Phytophthora que
atacam as raizes e todo o seu ciclo de vida se processa no solo, assim como nos outros
agentes patogénicos, assenta no conhecimento do processo de patogénese e nas
caracteristicas bioldgicas dos seus hospedeiros. Tém, como principal objectivo, obter
infecgdes em condi¢des ambientais que possam ser facilmente reproduzidas noutros
estudos e permitam diferenciar a reacgdo dos diferentes genétipos.

Resultados vidlidos podem ser obtidos por varios processos. A inoculagdo do
solo ou de substratos, onde se desenvolve o hospedeiro, € uma metodologia
frequentemente utilizada nestas situagoes. Este processo apresenta como principal
vantagem, o facto de avaliar as infec¢des nos orgdos que em condi¢des naturais sdo
infectados pelo fungo. Como desvantagens, aparecem frequentemente referidas, a
necessidade da disponibilidade de grandes espagos por periodos de tempo longos e de
exigir condigdes precisas dos factores ambientais que influenciam o processo de infecgado.
A humidade do solo, por exemplo, tem que ser mantida a um nivel adequado para que o
processo de infec¢@o ocorra de maneira uniforme, podendo ser dificilmente mantida a
niveis idénticos nos diferentes ensaios e variar ainda com os substratos utilizados (IRWIN
et al. ,1980).

A avaliac@o da infecgio serd mais rigorosa se a inoculagdo das raizes for
realizada com quantidades definidas de inéculo. Este objectivo € atingido em algumas
interacgdes hospedeiro/parasita pelo método designado “tank test” de ZENTMYER &
MIRCETICH (1965). Consiste sumariamente, em mergulhar as raizes do hospedeiro,
durante um determinado periodo de tempo, numa suspensdo de zodsporos.

Esta metodologia € utilizada frequentemente nas interac¢des em que as espécies
de Phytophthora facilmente produzem zodsporos em condi¢oes laboratoriais e a infecgdo
ocorre, em condi¢des naturais, nas rafzes jovens.

Para que a inoculagdo das raizes ocorra de forma uniforme e permita diferenciar

0s gendtipos € necessdrio que a concentragdo de zodsporos na suspensdo seja ajustada a
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niveis adequados, previamente determinados por ensaios preliminares € as plantas sejam
transferidas para substratos esterilizados que néo interfiram com o desenvolvimento do
in6culo. Este processo de inoculagdo € de utilizagdo relativamente recente nas interacgdes
hospedeiro/P. cinnamomi, facto directamente associado com a dificuldade em obter
zodsporos em quantidade e de forma sistemdtica, processo que apenas foi estabelecido
por BYRT & GRANT (1979).

FRAEDRICH et al. (1989), avaliaram por este processo a resisténcia de Pinus
taeda L. e P. echinata Mill. a P. cinnamomi, tendo determinado como concentragdes
adequadas de zo6sporos, as que situavam entre 2,4 x 10 a 2,4 x103. Para concentragdes
inferiores de zodsporos, as rafzes nfo ficavam infectadas e para concentragdes superiores
ficavam todas uniformemente infectadas.

A relagdo entre quantidade de indculo e infecgdo, foi verificada noutras
interacgdes, nomeadamente P. megasperma var. sojafsoja, tendo EYE et al. (1978)
verificado que para elevadas concentragdes, todas as cultivares de soja ficavam infectadas
e a resisténcia ndo se evidenciava.

Este processo € frequentemente utilizado para testar plantas jovens, exigindo
condi¢des de obtencdo de plantas que evitem as infecgdes das raizes, para se ter a garantia
que o hospedeiro se encontra sdo.

Em castanheiro esta metodologia ndo aparece referida na bibliografia, sendo no
entanto frequente a utilizagdo do método da infeccio das rafzes por processos naturais, ou
seja pela utilizagdo de solo de souto naturalmente infectado ou mesmo pela inoculagdo
com micélio/clamiddsporos de solo condutivo para a doencga. Esta metodologia conduz a
resultados muito varidveis, sendo necessdrio confirmar os resultados utilizando outros
processos de inoculagio (GRAHAM, 1990).

Em castanheiro, P. cinnamomi provoca sintomatologia evidente nas raizes € no
colo da planta, facto que determinou a utilizagdo mais frequente de outro tipo de
inoculacio e avaliacdo da resisténcia. FERNANDES (1953), avaliava a resisténcia de
Casranea sativa Mill. inoculando micélio dos parasitas responsdveis pela doenga na zona
cambial do colo da planta, fazendo para isso uma incisdo em T, na qual colocava o
inéculo. As plantas eram inoculadas com P. cinnamomi quando tinham um ano de idade e
no ano seguinte com P. cambivora, ou vice versa. Eram consideradas plantas resistentes
as que ndo manifestavam sintomas de infecgdo, depois de terem sido sujeitas as duas
inoculagBes sucessivas.

Para obter resultados adequados, FERNANDES (1953) entendia ser necessdrio
um periodo de 3 anos (e por vezes 4 anos) ¢ trabalhar com elevado nimero de plantas
envasadas para conseguir obter plantas resistentes. O mesmo autor para tornar @ processo
mais eficiente, introduziu algumas modifica¢des na sua metodologia a partir de 1960,

passando a inocular as plantas com uma mistura de estirpes das duas espécies
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identificadas no pafs, processo que era repetido durante trés anos (FERNANDES, 1966).
Com esta metodologia e porque as plantas eram produzidas em viveiro, era possivel testar
maior niimero de plantas e obter resisténcia mais estdvel em condi¢des naturais. Esta
metodologia de avaliagdo da resisténcia, inoculagio por ferida em tecidos de crescimento
secunddrio, s6é recentemente foi utilizada em eucalipto, espécie onde P. cinnamomi
provoca doenga com cardcter epidémico, mas até hd pouco tempo considerava-se que 0s
ataques do fungo se limitavam as rafzes mais finas. TIPPETT et al. (1985) referem que
esta perspectiva se modificou, quando em 1981 vdrios autores verificaram que
P. cinnamomi, além de invadir as raizes jovens também invadia os tecidos do floema das
rafzes mais grossas, e podia mesmo progredir nesses tecidos até a zona do colo da planta.
Estes mesmos autores consideram ainda que os ensaios em vaso reflectem a
susceptibilidade das plantas jovens a infec¢do provocada por P.cinnamomi e que as
inoculagdes nos tecidos de crescimento secunddrio sdo metodologias adequadas para
avaliar a resisténcia de plantas adultas de eucalipto. Concluiram que a inoculag@o dos
ramos, em planta intacta, € uma metodologia a utilizar nos estudos de resisténcia, uma
vez que este método evidencia claramente as diferengas entre os vdrios niveis de

resisténcia.

IRWIN et al. (1980) compararam as metodologias de inoculac¢do do substrato
com micélio com a inoculacio por ferida no caule, na interac¢io luzerna/P. megasperma
Drechs. f sp. medicaginis. Verificaram que o método da inoculagdo por ferida no caule,
evidenciava o mesmo comportamento manifestado pelas raizes quando se inoculava o
substrato. Concluiram que as reacgdes no caule seriam controladas pelo mesmo sistema
genético, razdo pela qual o método de inoculagdo do caule conduzia aos mesmos
resultados.

O método da inoculagdo por ferida, inicialmente realizado em plantas intactas, foi
posteriormente testado em orgdos vegetais destacados, nomeadamente em raizes e ramos.
JEFFERS et al. (1982) utilizaram este método para avaliar a patogenicidade dos diferentes
isolamentos de Phytophthora obtidos de macieiras doentes.

A constatacdo da existéncia de elevada correlag@o entre os resultados obtidos por
inoculagdo de ramos destacados e os obtidos com a inoculagdo por zodsporos, inoculagao
do solo com micélio ou ainda com a inoculagdo de ramos em planta intacta, determinou a
sua utilizagdo em muitas interac¢des hospedeiro/Phytophthora: nomeadamente, Banksia
grandis /P. cinnamomi (DIXON et al., 1984), Eucalyptus ssp./P. cinnamomi (TIPPET et
al. 1985, SHEARER et al. 1987), abacateiro/P. cinnamomi (DOLAN & COFFEY, 1986),
Chamaecyparis lawsoniana/P. lateralis (HANSEN et al. 1989), macieira/P. cactorum
(LEMOINE & GAUDIN ,1991).

TIPPETT et al. (1985), consideram que por este processo ndo se poderd avaliar a
resisténcia que se expressa algum tempo depois da inoculagfo. Avalia, no entanto, a
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resisténcia constitutiva, razao pela qual permite avaliar a agressividade dos isolamentos e
a resisténcia dos hospedeiros.

O método da inoculagio em ramo destacado, em algumas interaccSes
anteriormente referidas, mostrou estar mais correlacionada com os resultados obtidos por
outros processos de inoculagdo, do que a utilizagio de raizes destacadas, porque estes
orgdos retirados de drvores adultas, apresentam idades, didmetros ¢ espessura de floema
secundario, muito diferentes, sendo mais dificil obter uniformidade do material a testar.

Apesar do artificialismo do método de inoculagdo em ramo destacado, o0s
resultados obtidos por este processo sdo idénticos aos obtidos por processos mais
naturais de inoculagfo, apresentando a grande vantagem de permitir testar grande
quantidade de material num periodo de tempo relativamente curto em condigdes
facilmente reproduziveis e uniformizadas. A estas caracteristicas acrescenta-se ainda o
facto de se quantificar a resisténcia pelo desenvolvimento da lesdo, obtendo-se assim
valores de natureza quantitativa que possibilitam a andlise estatistica dos resultados.

A inoculagdo em folhas destacadas, apesar de raramente aparecer referida como
método de avalia¢io da resisténcia nas interac¢oes hospedeiro/Phytophthora, foi utilizada
por TELHADA (1988) para avaliar a agressividade de diferentes espécies de Phyrophthora
que atacam os citrinos em vdrios hospedeiros, tendo obtido com este método resultados
semelhantes aos de outros métodos de inoculagio.

A avaliagdo da resisténcia das plantas a P. cinnamomi foi também estudada em
tecidos cultivados in vitro. GRENTE & SAURET (1961) inocularam com micélio de
P. cinnamomi, callus obtidos de clones de castanheiro. Os resultados preliminares destes
estudos, indicavam que a resisténcia se manifestava nestes tecidos, mas s6 era possivel
fazer a sua avaliacdo se obtidos em obscuridade e depois colocados em condi¢des de luz
continua e com idade compreendida entre os 50 e 70 dias.

Esta metodologia de avaliagdo de resisténcia foi retomada por McCOMB er al.
(1987), que por este processo estudaram a resisténcia de espécies florestais e horticolas
da flora australiana. Concluiram que o crescimento das hifas de P. cinnamomi nas células
de callus estava correlacionado com a susceptibilidade das plantas que tinham dado
origem a esse tecido. A resisténcia manifestava-se pelo crescimento limitado do micélio
nos tecidos do callus enquanto a susceptibilidade se evidenciava pelo rdpido crescimento
do fungo. Para que a resisténcia possa ser avaliada estes autores consideram que os calli
devem ter uma textura semelhante e que as condigdes de obtengdo dos tecidos influem
também na manifestacdo da resisténcia.

Esta metodologia, segundo os autores anteriormente referidos, pode
proporcionar um meio privilegiado para o estudo dos mecanismos envolvidos na

resisténcia, porque a resposta das células do callus, serd mais uniforme do que a obtida
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em tecidos intactos, onde cada tipo de c€lula vegetal reagird de forma diferente ao agente
patogénico.

Neste trabalho avalia-se a resisténcia do castanheiro a P. cinnamomi pelo
método de inoculagdo em ramo destacado, utilizando-se como material vegetal clones de
castanheiro de reac¢@o conhecida a este agente fitopatogénico.

A utilizacfo desta metodologia possibilita testar elevadas quantidades de material
vegetal nas primeiras fases do melhoramento, ou seja aumentar a intensidade de selec¢io
e obter resultados num perfodo de tempo relativamente curto. Permite, por outro lado,
avaliar o grau de resisténcia dos clones comercializados como resistentes a este fungo e
constitui ainda um critério de selec¢do valioso, na escolha do material resistente a
propagar vegetativamente.

Avaliou-se ainda a resisténcia por inoculagio em disco destacado de folha e
utilizou-se o indice de ELSTON (1963) como critério de ordenacio e selec¢do dos clones
em estudo.

6.2 — Material

6.2.1 — Isolamentos de Phytophthora cinnamomi

Como inéculo, utilizaram-se subculturas dos isolamentos UTAD 79 e UTAD
80, com origem em Trds-os-Montes e que o International Mycological Institute,
confirmou tratar-se de P. cinnamomi e lhe atribuin o cédigo IMI 335 488 e IMI 333
492, respectivamente.

As caracteristicas morfolégicas e bioquimicas destes isolamentos de
P. cinnamomi estdo indicadas no Capitulo V deste trabalho.

6.2.2 — Material vegetal

Os clones de castanheiro, utilizados neste estudo, sdo clones cujo
comportamento em relacdo & doenca da tinta € conhecido. Sdo clones resultantes de
programas de melhoramento em relagdo a esta doenga e foram anteriormente testados por
inoculagdo por ferida em planta intacta.

Algum deste material foi legado por TAVEIRA FERNANDES e propagado
vegetativamente pelo Centro de Estudos do Castanheiro em Alcobaga, no Centro
Regional de Investigagdo e Desenvolvimento Agrdrio de Braganga e na Universidade de
Trds-os-Montes e Alto Douro, de onde provém o material aqui denominado UTAD 7,
UTAD 9, UTAD 11, SATIVA 22 e VIMEIRO. Este uitimo clone presume-se ser um
hibrido de C. crenata x C. sativa (C. ABREU, com. pessoal, 1991).
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Como referéncia utilizou-se o clone considerado susceptivel, UTAD 14 e o clone
considerado resistente, o hibrido francés de C. crenata xC. sativa ( CA 15) denominado
MARIGOULE.

Quadro 14 — Caracteristicas e origem dos clones de castanheiro.

Clones de Reacc#o a doenga da tinta Origem dos clones Material vegetal
Castanheiro  Resistente(R) Susceptivel(S)

) Programa de Melhoramento de :

UTAD9 R TAVEIRA FERNANDES (PMTF) Castanea sativa
UTAD 7 R - PMTE Castanea sativa
VIMEIRO R ) PMTF C.crenata xC.sativa (1)
UTAD1 ? ? Selecgiio da UTAD Castanea sativa
SATIVA 22 ? 2 PMTE Castanea sativa
UTAD 11 ? ? PMTF Castanea sativa
UTAD 14 - 5 Colecgdo de clones de castanheiro  (Cgstanea sariva

daUTAD
MARIGOULE R - Hibrido francés em propagagdo  C. crenata x C. sativa

comercial

6.3 — Metodologia

6.3.1 - Inoculacdo em ramo destacado

Dos clones referidos em Material Vegetal (6.2.2) ¢ quando os ramos do ano
apresentavam 30-40cm de crescimento, seleccionaram-se 12 (doze) ramos de cada clone
de didmetro aproximadamente igual.

O material vegetal seleccionado foi cortado e transportado para o local da
realizac@o do ensaio com os cuidados necessdrios para evitar a dessecagio dos ramos.

A inoculagdo foi realizada com micélio, obtido por crescimento em PDA (PDA
Difco, 39g/1) das culturas referidas em 6.2.1-Isolamentos de P. cinnamomi e dividido
em quantidades iguais (Fig. 12 A), imediatamente antes de se iniciar o processo de
inoculacdo.

Para realizar a inoculagdo seccionou-se o dpice do ramo (Fig. 12 B), transferiu-
-s¢ um disco de micélio e meio de cultura e foi posto em contacto com a secgido
transversal praticada (Fig. 12 C). Para evitar a dessecacdo dos tecidos e criar um
ambiente himido, cobriu-se a zona préxima da inoculagio com papel de aluminio
(Fig. 12, C e D).

A inoculagfo foi realizada com cada um dos isclamentos de P. cinnamomi ji
mencionados e em 5 ramos por clone de castanheiro em ensaio.
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Fig. 12 - Inoculagdo em ramo destacado de castanheiro. A — Micélio de Phytophthora
cinnamomi em meio gelosado de batata dexirosada. B — Ramo destacado de castanheiro, seccionamento do
dpice. C - Inoculagdo com disco de micélio e meio de cultura. D — “Camara himida” obtida com a
utilizag#io de papel de aluminio.
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Para avaliar o avango da infecgdo mediu-se o comprimento da lesdo provocada
pelo desenvolvimento do fungo nesses tecidos, manifestada pela necrose dos tecidos do
ramo inoculado.

Realizaram-se medigdes da dimensdo da lesdo (DL), expressas em milimetros,
ao 3%, 6° e 10° dias apds a inoculac¢do, altura em que os ramos destacados comegaram a
evidenciar amarelecimento e queda das folhas da base.

A extremidade basal dos ramos destacados foi mantida imersa em dgua durante
todo o periodo do ensaio.

O ensaio decorreu numa estufa com cobertura de fibra de vidro, temperatura
regulada e com sistemna de nebulisagdo programavel.

Durante o perfodo da realizacdo do ensaio a temperatura e a humidade relativa do
ar (HR) foram registadas num termohigrégrafo. A temperatura oscilou dos 12° aos 25°C
e a HR dos 60% aos 100%.

O ensaio deliniado corresponde a um ensaio factorial com trés factores fixos:
Clones de castanheiro (C), Isolamentos de P. cinnamomi (P) e Tempo (T), que
parametricamente $€ representa:

Yijkl = + Cj +Pj + CPjj + Tk + CTik + PTik + eijkl
COITL.
i=lad;j=laZk=1a3el=1a5

Para ordenar os clones de castanheiro quanto ao grau de resisténcia, procedeu-se
a comparagdo das médias pelo teste de comparago muiltipla de TUKEY.

A analise estatistica dos dados e o tragado dos grificos foi realizado num
computador SE/30 da Macintosh, programa Systat de WILKINSON (1989).

6.3.2. — Inoculacio de ramo destacado em meio de cultura

Com a mesma metodologia de seleccdo de material vegetal, e na mesma época do
ano recolheu-se o material vegetal que foi transportado para o laboratdrio.

Retiraram-se as folhas dos rames e desinfectaram-se com hipoclorito de sédio a
5%. De cada ramo retirou-se ainda, da parte central, um tro¢o de ramo com
aproximadamente 10cm de comprimento. Na extremidade basal de cada trogo de ramo,
realizaram-se dois cortes longitudinais com aproximadamente lcm, para que a

extremidade ficasse em forma de cunha e facilitasse a penetragdo do parasita.
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Estes tecidos vegetais foram colocados em frascos com meio de cultura (PDA
Difco, 39g/1) e P. cinnamomi que ai se inoculou quatro dias antes de colocar o material
vegetal.

Os frascos foram hermeticamente fechados e colocados sem luz numa estufa a
22-24°C.

A dimensdo da lesdo foi avaliada 4 dias depois da inoculag@io, nas quatro
repeticoes realizadas por clone e por isolamento de Phytophthora.

6.3.3 — Inoculacao em disco destacado de folha

Dos mesmos clones de castanheiro e no mesmo dia da realiza¢3o do ensaio da
inoculagdo em ramo destacado, retiraram-se discos de folhas com um anel cortante, que
se inocularam, por deposi¢do de micélio de P. cinnamomi e meio e cultura, com 4mm de
didmetro. Para que a humidade fosse mantida a niveis adequados para o desenvolvimento
do parasita, os discos de folha foram colocados sobre papel de filtro humedecido com
dgua destilada.

Avaliou-se o periodo de tempo, em horas, entre a inoculagio e os primeiros
sintomas claramente visiveis, periodo de incubagdo, utilizando-se para isso um
dispositivo constituido por uma fonte de luz, mesa translicida e lente monocular 10x. A
incubagdo decorreu a temperatura ¢ humidade constantes.

O ensaio estatistico delineado corresponde a um ensaio factorial com dois
factores fixos: Clones de castanheiro (C) e Isolamentos de Phytophthora (P).

Ordenaram-se os clones pela compara¢do miltipla das médias com base nos
critérios de TUKEY e compararam-se com os resultados obtidos pelo método de
inoculacdo de ramo destacado.

6.4 — Resultados e Discussao

6.4.1 - Inoculacao em ramo destacado

A dimensdo da lesdo obtida por este processo de inoculagdo, nas condigdes e
com o material vegetal e com os isolamentos de P. cinnamomi anteriormente referidos,
encontra-se expresso no Quadro 15 e nas Figuras 13,14 e 15.

Neste estudo o termo resisténcia € utilizado como sinénimo funcional, ou seja,
da maior ou menor capacidade dos clones limitarem o desenvolvimento do fungo nos

seus tecidos depois de artificialmente inoculados.
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Os resultados das inoculag¢fes revelaram que os clones se comportaram de forma
diferente em relacdo a P. cinnamomi, tendo todos os clones evidenciado um grau de
resisténcia igual ou superior ao clone UTAD14, que por outros processos de inoculagdo
foi classificado como susceptivel. Nenhum dos clones evidenciou um nivel de resisténcia
total, uma vez que o fungo infectou e colonizou em maior ou menor extensdo todos os

clones em estudo.

Quadro 15 — Dimensfdo média da lesdo, nos ramos destacados de castanheiro, ao 32, 6%e 1(? dia

depois da inoculacfio com os isolamentos IMI 335 488 e IMI 335 492.

Isolamento IMI 335 488 (UTAD79) Isolamento IMI 335 492 (UTADSO)
CLONES 3% dia & dia 10? dia 3 dia 6° dia 10¢ dia
— DLisd * DL+sd DLtsd DIL+sd Dltsd DL=sd
VIMEIRO 6,2+1,78 18,6%2,70 24,24+545 8,4+4 .98 2444472 33,824,92

MARIGOULE 12,0£2,74 25,5%£7,46 32,2+545 9,414 98 26,5£10,40  37.3£7.63

UTAD1 58£3,03 1924238  26,0+3,39 11,2+42,38 2844270 47 446,30
UTAD9 562,30  16,8£3,34  20,2+3,70 4,7+2,06 16,4+5,21 24,2+2.86
UTADI1 5,6+4,16  22,0+4,74 35,0£10,86  11,244,60 30,0+2,00 50,8+10,62

SATIVAZ2 40+1,73 144+2,07 34,848,22 5,4+1,34 20,4+5,50  58,2+10,54
UTADI14 6,8+1,64 27.0+4,58 46,4%11,52 12,0483,74  39,0£10,22  57.6%723
UTAD7 58+148 17,0£3,00 21,642,51 9,6+1,52 18,0+£3,08 24,2+1 92

* DL - Dimensio da Lesdo (mm)
sd- desvio padrao da média

15 A

DL (min)

\]

LN % G| m uTAD7O
*{// {/é% UTADSO
7 g& =

;f/f/f
%

AR

b

F-

VIM MARI UTAD1 UTAD9 UTAD11 SAT22 UTAD1 UTAD7 CLONE

Fig.13 — Dimensio da lesdo nos ramos destacados de castanheiro 3 dias depois da inoculagdo
com o isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) e IMI 335 492 (UTAD 80).
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Fig. 14.— Dimensfo da lesio nos ramos destacados de castanheiro 6 dias depois da inoculagio
com o isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) e IMI 335 492 (UTAD &0).
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Fig 15- Dimensdo da lesfo nos ramos destacados de castanheiro 10 dias depois da
inocula¢do com o isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) e IMI 3335 492
(UTAD 80).

Pode observar-se pelo Quadro 15 e Figuras 13, 14 e 15 que o desenvolvimento
da lesdo € diferente conforme o isolamento de Phytophthora considerado, sendo também
diferente o comportamento dos clones quanto ao avanco da lesdo ao longo do tempo.

Estas diferencas podem ser avaliadas pela analise estatistica do ensaio a que
corresponde um ensaio factorial com trés factores fixos: Clones de castanheiro (C),
Isolamentos de Phytophthora (P) e Tempo (T).

No Quadro 16 indicam-se os resultados dessa andlise.

Os resultados da andlise da varidncia evidenciam uma influéncia acentuada do
factor tempo no desenvolvimento da lesdo. Também € possivel inferir que os isolamentos
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de Phytophthora t€m diferente agressividade e que os clones em estudo possuem graus
diferentes de resisténcia.

Quadro 16 — Anélise da varidncia dos valores referentes 2 dimensio da lesfio (DL) apresentada
ao 39, 6% e 10° dias de incubagfio (T) pelos clones de castanheiro (C) quando
inoculados com 2 isolamentos diferentes de P. cinnamomi (P). ( 5 repeti¢Ges /

clone)

Og_i;__gem daVariacdo GL S_(g QM F P
CLONE (O) 7 6268,520 895,509 30,653 0,000
TEMPO (T) 2 31930,460 15965,230 546,482 0,000
PHYTOPHTHORA (P) 1 2516,843 2516,843 86,130 0,000
TEMPO x PHY (TxP) 2 845,373 422,688 14,468 0,000
CLONE x TEMPO (CxT) 14 4581,062 327,219 11,201 0,000
CLONE x PHY (Cx P) 7 1138,430 162,602 5,566 0,000
PxCxT 14 488,302 34,879 1,194 0,283
ERRO 189 5521,550 29,215

Detectam-se, ainda, diferengas altamente significativas na interacgdo Tempo x
Phytophthora, Clone x Tempo, Clone x Phytophthora .

A primeira das interacg¢des significativas revela que o avango médio da lesdo
produzida por cada um dos isolamentos de P. cinnamomi ndo € idéntico, avangando um
dos isolamentos mais rapidamente que o outro, considerando a globalidade dos clones.

Nos tecidos destacados do hospedeiro, o isolamento IMI 335 492 (UTAD 80)
manifestou maior capacidade de colonizagdo (maior dimensdo da lesdo) do que o
isolamento IMI 335 488 (UTAD 79), diferenga que pode ser interpretada como maior
agressividade desse isolamento.

Em meio de cultura, estes isolamentos de Phytophthora cinnamomi,
manifestaram também comportamento diferente quanto ao crescimento radial, mas em
sentido inverso. O isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) evidenciou crescimento radial
significativamente superior ( o = 0,05) ao do isolamento IMI 335 492 (UTAD 80)
(Quadro 9) e com uma morfologia de coldnia (tipo estrela) menos nitida. Esta constatag¢do
ndo permiite, no entanto, relacionar de forma conclusiva as caracteristicas morfologicos e
o crescimento radial em meio de cultura com a agressividade dos isolamentos.

A interacgdo significativa Clone x Tempo, revela que o avango médio da lesdo
ndo € igual nos diferentes clones, avangando mais rapidamente nuns clones que noutros,
tendo em conta os dois isolamentos de Phytophthora .

Finalmente a interacgdo significativa Clones x Phytophthora evidencia que os
clones de castanheiro manifestam comportamento diferente em relagdo aos isolamentos de
Phytophthora, ou seja, possuem graus de resisténcia diferente.
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Para ordenar os clones de castanheiro quanto ao grau de resisténcia considerou-
-se a dimensdo média da lesdo ao 10? dia de inoculacgdo e aplicaram-se os testes de
comparagdo miltipla das médias com base nos critérios de TUKEY.

Quadro 17 — Andlise da variancia dos valores referentes 4 dimensao da lesdo (DL) ao 102 dia
apds a inoculagdo dos 8 clones de castanheiro (C) quando inoculados com os 2
isolamentos de P.cinnamomi (P) (5 repetictes/clone).

Origem daVariacdo GL SQ oM F P
CLONE (C) 7 8667,346 1181,049 23,103 0,000
PHYTOPHTHORA (P) 1 2664,093 2664,093 52,111 0,000
CLONE x PHY (Cx P) ' 1084,636 154,948 3,031 0,008
ERRO 63 3220,750 51,123

Como os isolamentos de P. cinnamomi manifestaram graus de agressividade
diferente compararam-se os valores médios da dimensdo da lesdo, 10 dias depois da
inoculag@o, quando inoculados com cada um dos isolamentos de P. cinnamomi.

Quadro 18 — Comparagio miiltipla das médias da dimens3o da lesio dos 8 clones de castanheiro
10 dias depois de inoculados com o isolamento IMI 335 488.

CLONE DL (média)
(mm)

UTADS 202 At

UTAD7 21,6 A B

VIMEIRQ 242 A B

UTADI1 26,0 A B
MARIGOULE 322 A B C
SATIVA22 34,8 A B C
UTADI11 35,0 B &
UTADI14 46,4 &

TUKEY, nivel de significincia ( oo=5%)
* Valores médios com letras em comum ndo sdo significativamente diferentes.

Quadro 19 — Comparagao multipla das médias da dimensio da lesiio dos 8 clones de castanheiro
10 dias depois de inoculados com o isolamento IMI 335 492,

CLONE DL (média)

(mm)
UTAD9 242 A*
UTAD7 2472 A
VIMEIRO 338 A B
MARIGOULE 37.3 A B
UTADI1 474 B &
UTADI11 50.8 B C
UTADI14 57,6 &
SATIVA22 58.2 C

TUKEY, nivel de significAncia ( oo=5%)

* Valores médios com letras em comum ndo sfio significativamente diferentes.
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Os resultados expressos nos Quadros 18 e 19 permitem separar os clones
resistentes dos clones susceptiveis. A separag@o das médias ndo permite individualizar
classes de resisténcia definidas e alguns clones ocupam posi¢oes diferentes na ordenagio.
Apesar disso as classes de resisténcia extremas, considerando-se as trés maiores ou
menores dimensdes de lesdo, incluem os mesmos clones. Como clones mais resistente
(menor dimensdo da lesdo) aparecem o UTAD 9, UTAD7 e VIMEIRO e como clones
susceptiveis (maior dimensdo de lesdo) o UTAD14, UTAD 11 e 0 SATIVA22.

Os resultados obtidos pelo método de inoculagfio em ramo destacado estdo de
acordo com o conhecimento que se tinha dos clones em estudo e com os obtidos por
inoculag@o em ramo de planta intacta, permitindo mesmo uma maior separa¢io dos clones
quanto ao grau de resisténcia.

No método de inoculagdo em ramo de planta intacta classificam-se como
resistentes, os clones onde a inoculagdo provoca lesdes confinadas e a ferida cicatriza
como nas plantas testemunha e como clones susceptiveis os que desenvolvem lesdes que
evoluem de forma sistemdtica até & morte da drvore. Por este processo de inoculagdo
alguns clones, como o SATIVA22, apresentam lesdes que no ano de inoculagdo
aparecem confinadas, mas no ano seguinte o fungo retoma a sua actividade, originando
lesdes que progressivamente vao aumentando e conduzem & morte da drvore num periodo
de tempo mais ou menos longo.

Por este processo os clones foram classificados como o indicado no Quadro 20.

Quadro 20 — Classificagdo dos clones de castanheiro quanto ao nivel de resisténcia a
P. cinnamomi avaliados pelo método de inoculagfio em ramo de planta intacta.

AVALIACAO DA RESISTENCIA
CLONES ANO DA INOCULACAO ANO SEGUINTE
UTADS R R
UTAD7 R R
VIMEIRO R R
MARIGOULE - -
UTADI R R
UTADI1 R R
SATIVAZ2 R S
UTAD14 S S

R - resistente
S — susceptivel

— nao foi avaliado
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6.4.2 — Inoculacdo de ramo destacado em meio de cultura

Os resultados obidos com este método ndo permitiram avaliar a resisténcia dos
clones em estudo, porque a quantificagdo da dimensdo da lesdo foi realizada quando os
tecidos estavam jd muito colonizados pelo fungo, ndo permitindo diferenciar os diferentes
genotipos.

Este método apresenta além desta desvantagem, ou seja a necessidade de se
determinar previamente o perfodo de tempo para realizar a avalia¢do da resisténcia, o de
exigir condigOes estritas de assepsia para que o meio de cultura ndo fique infectado.

Poderd, no entanto, ser um método vantajoso quando se pretende avaliar o
comportamento da resisténcia dos clones ao longo do seu ciclo vegetativo, nfo sé pela
facilidade da realizacdo da inoculagdo mas também pela facil normalizacio das condi¢des
ambientais de incubacdo dos tecidos.

6.4.2 — Inoculacao em discos destacados de folha

O nidimero médio de horas entre a inoculagdo e o aparecimento dos primeiros
sintomas claramente visiveis, em cada clone ¢ para cada isolamento de Phyrophthora,
estdo indicados no Quadro 21.

Quadro 21 — Tempo, em horas, entre a inoculagdo e o aparecimento dos primeiros sintomas
claramente visiveis.

TEMPO (horas)
CLONE Isolamento IMI 335 488 Isolamento IMI 335 492
VIMEIRO 106,8 = 13,01* 69.6 £ 15,06%
MARIGOULE 67,2 £ 2697 384 = 13,14
UTADI1 54,0 £+ 18,49 588 + 9,86
UTADS 108,0 = 14,07 1152 £+ 2,68
UTADI1 02,4 + 22,60 492 + 19,63
SATIVA22 97,2 + 21,38 60,0 = 18.49
UTADI14 52,8 £ 10,73 240 £+ 0,00
UTAD7? 103.2 + 1553 87.6 + 17.28

* Niimero de horas + desvio padrio da média

A andlise de varidncia evidencia que os clones possuem graus diferentes de
resisténcia e que os isolamentos de P. cinnamomi t€m graus de agressividade diferente
(Quadro 22).
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de Phytophthora como a capacidade do fungo colonizar rapidamente os tecidos do
hospedeiro, o isolamento — IMI 335 492 (UTADS80), manifestou na generalidade dos
clones maior agressividade, como alids era também evidente quando se aplicou o método
de inoculagdo em ramo destacado.

Quadro 22 — Andlise da variincia dos valores referentes ao niimero de horas desde a inoculagio
até ao aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro (C)
quando inoculados com 2 isolamentos diferentes de P cinnamomi (P) (5

repetiches/clone).

__Origem daVariacgo GL SQ oM F P
CLONE(C) 7 42034,00 600491 22,267 0,000
PHYTOPHTHORA (P) 1 10215,00 10215,20 37,880 0,000
CLONE x PHY (Cx P) 7 6610,40 944,34 3,502 0,003
ERRO 64 17259,20 269,67

Os resultados obtidos por inoculagdo em disco destacados de folha, que avalia o
ndmero de horas desde a inoculagio até ao aparecimento dos primeiros sintomas, dd
origem a uma separagdo de clones, com base na comparagdo miltipla de médias pelo
método de TUKEY (Quadros 23 e 24), idéntica a obtida por inoculacfio em ramo
destacado. Classifica como clones mais resistentes o UTAD9, UTAD7 e o VIMEIRO
introduzindo, no entanto, alguma variagdo nos clones mais susceptiveis, uma vez que
inclui nesta classe o UTAD1 e o MARIGOULE que pelo método de inoculagic em ramo
destacado seriam classificados como moderadamente resistentes.

A resisténcia do castanheiro a P. cinnamomi sendo de tipo Horizontal, sensu
VAN DER PLANK (1963), pode ser considerada como um processo de bloqueamento mais

Quadro 23 — Comparagdo muiltipla das médias do mimero de horas desde a inoculagio até€ ao
aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro quando
inoculadas com o isolamento IMI 335 488 ( 5 repetigGes/clone)

CLONE PI (médio)

(horas)
UTAD?9 108,0 A*
VIMEIRO 106,8 A
UTAD 7 103,2 A
SATIVA 22 07,2 A
UTAD 11 92.4 A
MARIGOULE 67,2 A B
UTAD 1 54,0 B
UTAD 14 52.8 B

TUKEY, nivel de significancia ( o= 35%)
* médias seguidas da mesma letra nfio sdo significativamente diferentes.
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Quadro 24 —Comparacdo miiltipla das médias do nimero de horas desde a inoculagdo até ao
aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro quando
inoculadas com o isolamento IMI 335 492 ( 5 repeti¢des/clone)

CLONE PI (médio)
(horas) .
UTAD9 115,2 A*
UTAD 7 87,6 A B
VIMEIRO 69,6 B {8
SATIVA 22 60,0 B G
UTAD 1 58,8 C D
UTAD 11 492 C D E
MARIGOULE 3R.2 D E
UTAD 14 24,0 E

TUKEY, nivel de significincia ( 0.=5%)
* médias seguidas da mesma letra ndo sio significativamente diferentes.

ou menos eficiente do ciclo infeccioso do fungo parasita. A dimensdo da lesdo (DL) e o
perfodo de incubagdo (PI), avaliados neste estudo pelo método de inoculagdo em ramo
destacado e por inoculagdo em disco destacados de folha, constituem mecanismos pelos
quais o processo infeccioso pode em certa medida ser bloqueado, sendo incluidos como
componentes da resisténcia por PARLEVLIET (1979).

Para seleccionar simultaneamente para duas ou mais caracteristicas utilizam-se
com frequéncia em melhoramento vegetal, os Indices de seleccdo.

ABREU et al. (1991) utilizaram o Indice de ELSTON (1963) para ordenar os
clones de castanheiro quanto ao nivel de resisténcia, uma vez que este indice de selecgio
nfo entra em consideragdo com pardmetros genéticos e de parentesco, baseando-se
apenas no valor fenotipico observado. Assume-se ainda que, cada caracteristica tem o
mesmo valor na seleccio e ordenagdo dos individuos.

Porque a andlise estatistica revelou diferenca de agressividade dos isolamentos
de P. cinnamomi, aplicou-se o indice de ELSTON aos valores fenotipicos obtidos com o
isolamento mais agressivo, o IMI 335 492 (UTAD 80).

O Indice de ELSTON para p caracteristicas toma a forma:
P
IE = H (Yi i Ci)
i=1
onde, para efeitos de ordenagfo, Yi € o valor da i-ésima caracteristica e

. [n (minimoYi) - médximo Yi]
Ci= @-T)

sendo n o niimero de gendtipos considerados.

Se numa determinada caracteristica os valores mais baixos correspondem aos
objectivos do melhorador, multiplicam-se todos os valores por -1, ou entdo considera-se

0 reciproco de cada um dos valores. Neste caso concreto considerou-se o reciproco do
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valor da dimensdo da lesdo que se multiplicou por 1000, antes da transformagéo
logaritmica. Nesta caractristica interessam os valores mais baixos dado que corresponde a
uma maior resisténcia a colonizagfo dos tecidos.

Quadro 25 — Célculo do fndice de ELSTON e ordenagio dos clones.

VALOR FENOTIPICO (Yi) In (Yi-Ci)®
_CLONES DL(mm) _PI(h) __ I/DL yoL? Pl INDICE ORDEM
UTAD? 242 1152 00413 332 464 1540 1o
UTAD7 24,2 87,6 0,0413 3,32 4,33 14,38 2°
VIMEIRO 33,8 69,6 00295 276 407 1123 30
MARIGOULE 373 84 00268 2,58 3,31 8,54 40
UTADI 47 4 588 00210 1,99 3,86 7,68 50
UTADII 50,8 492 0019 1,78 3.64 6,48 6
SATIVA22 58,2 600 00171 1,24 3.89 4,82 7°
UTADI14 576 240 00173 1.29 2.56 330 g

a) Os valores da caracteristica 1/DL foram multiplicadas por 1000 antes da transformagio
logaritmica.

b) Ci = [n {minimoY1i) - maximoYil/(n-1)

A ordenagio obtida pela aplicacdo do Indice de ELSTON classifica como clones mais
resistentes 0 UTAD9, UTAD7 e o VIMEIRO e como clones mais susceptiveis o
UTADI11, SATIVA22 e UTADI14, que coincide com a classificagdo obtida através do
método de inoculagdo em ramo destacado.

6.5 - Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo, pelo método de inoculagcdo em ramo
destacado e por inoculagdo de discos destacados de folha, permitem separar os clones de
castanheiro quanto ao nivel de resisténcia que manifestam em relacdo a P. cinnamomi.

A metodologia de inoculagcdo em ramo destacado utilizada inicialmente para
avaliar a agressividade dos isolamentos de Phytophthora, foi posteriormente testada para
avaliar a resisténcia dos diferentes gendtipos. DIXON et al. (1984), TIPPETT et al. (1985),
DOLAN & COFFEY (1989) ¢ ABREU et al. (1991), concluiram que esta metodologia
permitia separar os diferentes gendtipos quanto ao grau de resisténcia a P. cinnamomi.

Resultados semelhantes foram obtidos em relacdo a outras espécies de
Phytophthora que atacam o sistema radicular de plantas lenhosas, nomeadamente em
P. cactorum (LEMOINE & GAUDIN, 1991) e P. lateralis (HANSEN et al., 1989).
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A inoculagdo em discos destacados de folha evidenciou resultados similares aos
obtidos pelo método de inoculagdo em ramo destacado. Observou-se, no entanto, maior
dispersdo nos resultados e introduziu algumas altera¢des na ordenagdo dos clones.
SALESSES et al. (1993), que também usaram metodologia semelhante, verificaram que
existia comportamento diferencial das folhas em fun¢do da sua posi¢do no ramo, quando
analisaram este método de avaliacdo de resisténcia do castanheiro & P. cinnamomi .
Concluiram, no entanto, que este método permitia separar os clones de castanheiro desde
que as folhas fossem retiradas de ramos em activo crescimento e situadas entre a 6* e 10*
folha a contar do dpice do ramo.

O método de inoculagdo em ramo destacado, pela facilidade de execugdo, permite
avaliar a resisténcia de plantas adultas, tornando-o especialmente indicado para avaliar a
resisténcia de grande quantidade de drvores, aumentando assim a pressdo de seleccdo nas
primeiras fases dos programas de melhoramento.

O periodo de tempo necessdrio para avaliar a resisténcia, situa-se pelos
processos tradicionais nos 3 ou 4 anos (FERNANDES, 1953 ), e em 2 anos, pelo método
de inoculagdo em ramo de planta intacta. Com o método de inoculagdo em ramo destacado
o perfodo de tempo para avaliar a resisténcia fica substancialmente reduzido, obtendo-se

resultados vdlidos apenas numa época de crescimento anual do hospedeiro.

Este método, porque avalia a resisténcia pela dimensdo da les@o e sdo possiveis
varias repeticdes de material geneticamente igual, permite a analise estatistica dos
resultados que evidenciam, de forma mais clara, as interac¢des que se establecem entre o
hospedeiro e o parasita.

A utilizacdo do indice de selec¢do de ELSTON (1963) que neste estudo conduziu
a uma ordenacgdo de clones igual & obtida pelo método de inoculagiio em ramo destacado,
poderd ser um critério de selec¢do valioso, nas situagdes em que se avaliam diferentes
mecanismos de resisténcia, nomeadamente a resisténcia constitutiva devido, por exemplo,
a presenca de compostos fendlicos e a resisténcia a colonizagio dos tecidos.

Os resultados dos testes de inoculagio avaliados neste trabalho, foram obtidos
quando os crescimentos do ano apresentavam um crescimento aproximado de
30-40cm (fins de Maio) e apenas se poderdo reportar a esta época do ano, podendo
conduzir a resultados diferentes se realizados no periodo de repouso ou noutra altura do
desenvolvimento vegetativo do hospedeiro.
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ANEXO I

Clones de castanheiro resistentes a doenca da tinta e
vegetativamente propagados no ex. Centro Regional de
i Investigacao e Desenvolvimento Agrario de Braganca
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— Enxertia n® 4
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— Hibrido n®* 4
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— Hibridon® 5

— Hibrido J-1-1160
— Hibrido Guedes

— Hibrido Sativa

— Hibrido crenata

— Hibrido n® 4 x Sativa
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— Molissima
-MxSxC

— Moreira da Silva
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— Sativa-Vimeiro
-SxC
-(SxC)xS
—-(SxCO)x(SxC)
— S x Tamagnini
—Sativan?®1

— Sativan®?2
—Sativan® 12
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ANEXO IT

Perfil das proteinas miceliais dos 8 isolamentos de Phytophthora
em PhastGel IEF 4-6,5 e sua ampliacao fotografica
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