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RESUMO 

DOEN<;A DA TINTA DO CASTANHEIRO 

A V ALIACAO DA RESISTENCIA A 

Phytophthora cinnamomi Rands 

Maria Eugenia Madureira Gouveia 

(Sob a orienta~iio do Prof. Associado Carlos Gomes Abreu) 

E apresentada uma nova metodologia de avaliac;:iio da resistencia do castanheiro 

11 Phytophthora cinnamomi, fungo mais frequentemente associado 11 doen~a da tinta. 

Envolve a inocula~iio de micelio de P. cinnamomi em ramos destacados de castanheiro, 

quando os lan~amentos apresentam 30-40cm de crescirnento e a incuba~iio em condi~6es 

adequadas de temperatura e humidade a que se segue a avalia~ao da dimensiio da lesao. 

Esta metodologia permite avaliar a resistencia de mores adultas, testar elevadas 

quantidades de material vegetal num perfodo de tempo relativamente curto, e facil de 

realizar e lOrna mais objectivos os criterios de selecc;:ao de material resistente. 

Estudou-se, ainda, com base em criterios morfol6gicos e bioquimicos diferentes 

isolamentos de Phytophthora. A dificuldade em obter todos os caracteres morfol6gicos 

necessarios para a identificac;:ao das especies de Phytophrhora, foi superada neste estudo, 

pel a analise dos perfis proteicos e enzimaticos do extracto micelial em gel de acrilamida. 

A uniformidade dos perfis obtidos permitiu concluir que a electroforese de proteinas 

constitui urn criterio valida na identifica~ao de P. cillnamomi. 

Como a avaliac;:ao da resistencia deve assentar no conhecimento do processo 

epidemiol6gico e nas caracterfsticas biol6gicas do parasita e do seu hospedeiro , 

apresentam-se ainda, com base numa revisao bibliognifica, os metodos de detecc;:ao e 

iso lamenta, 0 processo de patogenese e a epidemiologia dos agentes patogenicos 

associ ados it doen~a da tinta, assim como dos meios de luta a implementar nos viveiros e 

nos soutos ja constituidos. 

Palavras chave: doenc;:a da tinta do castanheiro; Phytophthora cinnamomi; melhoran1ento 

do castanheiro; avaliac;:ao da resistencia. 
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ABSTRACT 

This work reports a new inoculation method for assessing resis tance of 

chestnuts to Phytophthora cillllamomi, the ink disease fungus. Micelium was inoculated 

in excised chestnut stems, when plant annual growth was approximately 3~Ocm 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, differenrs 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. cillllamomi. 

Since the assessment ofresistance 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; P hytophthora cillllamomi; breeding of 

chestnut; assessing resistance. 
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I - INTRODUC;Ao 

A doem,:a da tinta e considerada pela generalidade dos autores como a principal 

responsavel pelo declfnio dos soutos, embora muitas outras causas possam estar 

envolvidas. 

A esta doen<;a estao associadas duas especies do genero P hyrophthora, 

P. cambivora e P. cillllamomi, que de forma sistematica tern atingido todas as regioes 

castanefcolas do pais e do mundo. 

Em Portugal a doen<;a de tinta do castanheiro, presente desde os meados do 

seculo passado, foi de tal forma devastadora que NATIVIDADE (1944) a expressou da 

seguinte forma "Na verdade, aquilo que ontem ainda, no meade do seculo passado, foi 

copiosa riqueza, nao e hoje mais do que modesto remedio, e sera poeticamente amanhii, 

uma saudade apenas". Com base nessa analise, NATIVIDADE (1944) elaborou 0 plano 

"Bases para urn Plano de Reconstitui<;ao Valoriza<;ao e Defesa dos Soutos Portugueses", 

onde indicava 0 caminho a seguir para evitar 0 desaparecimento dos castanheiros em 

Portugal. 

Os esrudos desenvolvidos no dominic de patologia do castanheiro, conduzidos 

por LOPES PIMENTEL e COLUMBAl'IO FERNANDES, contribuiram decisivamente para 0 

conhecimento dos agentes patogenicos associados a doen<;a da tinta e para 0 

desenvolvimento de meios de luta contra esta doen<;a, afinal, 0 objectivo ultimo dos 

estudos de fitopatologia. 

Todavia, e pese embora a implementa<,:ao do Plano de Reconstitui<,:ao e de todos 

os esfor<,:os de investiga<,:ao no dominio da fitopatologia e do melhoramento do 

castanheiro em rela<;ao a estes fungos fitopatogenicos, a doen<,:a da tinta continuou e 

continua a exercer 0 seu efeito devastador. Como reflexo, a area actual de ocupa<,:iio do 

castanheiro traduz 0 progressivo avan<;o da doen<,:a e a desmotiva<,:iio dos agricultores em 

investir na sua planta<,:ao. 

Ha, contudo actual mente, urn renovado interesse pela cultura do castanheiro, 

con sequencia de urn conjunto de factores socio-econ6micos e ecol6gicos que indicam 0 

castanheiro como especie de elei<,:ao para a "Terra fria" transmontana. Facto que se 

evidencia no elevado numero de projectos de investimento, ao abrigo dos programas de 

apoio a agricultura e it planta<,:ao de especies florestais pelos quais se preve a instala<,: iio de 

soutos e castin<,:ais em milhares de hectares. 

Esta nova realidade, que constituira urn caminho de valoriza<,:5.o futura da. 

agricultura transmontana, exige que os estudos no dominio da fitopatologia do 

castanheiro prosslgam e conduzam a urn melhor conhecimento da biologia e 
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epidemiologia dos parasitas associados a doen9a de tinta e das interac~6es que se 

estabelecem enrre 0 hospedeiro e esses parasitas. 

Neste rrabalho, apos uma breve analise da importiincia do castanheiro e da 

doen9a de tinta em Portugal (Capitulo II), caracterizam-se os agentes patogenicos 

associados a doen~a da tinta, sob 0 ponto de vista biologico e epidemiologico, com base 

numa revisao bibliografica de que se seleccionaram os aspectos de maior interesse 

fitopatol6gico (Capitulo 1m. Especial referencia mereceram as tecnicas de isolarnento e de 

identifica9iio das especies de Phytophthora , uma vez que a bibliografia e uniinime em 

considerar estas actividades, iniciais de qualquer estudo fitopatologico, de dificil 

concretiza9iio pratica. 

Para limitar 0 desenvolvimento epidemico das doen9as provocadas por 

P. cilillamomi, parasita que ataca elevado numero de plantas lenhosas e arbustivas, tem­

-se desenvolvido irnportantes meios de luta. No entanto, a solu9ao deste grave problema 

fitossanitario parece estar, ainda, longe e so 0 desenvolvimento de uma filosofia de 

Protec~ao Integrada, que considere a globalidade do sistema e integre todos os meios de 

luta, podera indicar caminhos que conduzam it desejada solu~ao. Nesta perspectiva 

analisaram-se, ainda no Capitulo III, os meios de luta a implementar nos viveiros de 

castanheiros enos soutos, tendo em considera~iio 0 desenvolvimento epidemico dos 

parasitas e as caracteristicas biologicas do seu hospedeiro - 0 castanheiro. 

Os meios de luta geneticos e 0 melhoramento do castanheiro, em rela~ao a 
doen~a da tinta, base de partida deste trabalho, foram analisados no Capitulo IV e 

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

Nos estudos da resistencia das plantas as doen~as, torna-se necessario 

desenvolver metodologias que evidenciem claramente as rela~6es que se estabelecem 

entre 0 parasita e 0 hospedeiro e permitam diferenciar os diferentes genotipos. Para 

atingir estes objectivos e necessario identificar de forma precisa 0 paras ita. Na doen~a da 

tinta esta identifica9ao apresenta alguma dificuldade, pois as duas especies de 

Phytophthora associadas a doen~a possuem caracteristicas morfologicas muito proximas, 

e os criterios de separa~ao das duas especies sao por vezes dificilmente objectiv;iveis. Ha, 

ainda a acrescentar dificuldades de ordem pnHica para obter as diferentes estruturas 

morfologicas com valor taxonomico. No Capitulo V, apresenta-se 0 estudo de 

identifica9ao de diferentes isolamentos de P hytophthora, com base em criterios 

morfologicos e bioquimicos. Como primeiro criterio avaliaram-se alguns caracteres 

morfologicos diferenciadores e como criterio bioquimico, estudaram-se os perfis 

proteicos e enzimaticos (esterases) das proteinas miceliais, por focagem isoelectrica em 

gel de acrilarnida em aparelho PhastSystem Pharmacia. No Ultimo capitulo, Capitulo VI, 

estudou-se urna nova metodologia de avalia~ao da resistencia do castanheiro em rela~ao a 

P. cillllamomi, com 0 objectivo de obter urn metoda que permitisse testar elevadas 
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quantidades de material vegetal, num periodo de tempo relativamente cuno, expedito e 

facil de realizar, tomando mais objectivos os criterios de selec<;ilo do material resistente. 
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II - 0 CASTANHEIRO E A DOENCA DA TINTA EM PORTUGAL 

o castanheiro europeu, Castanea sativa Mill., e uma especie de origem muito 

antiga, situando-se 0 seu centro de clispersiio, na Europa Centro Meridional ( FENAROLI, 

1945). 

Apresenta grande variabilidade, devido as suas origens longinquas e a selecyilo 

natural operada pel as caracteristicas do clima e do solo onde se desenvolveu e ainda 

devido a selecyiio feita pelo homem que desde muito cedo 0 cultivou (BERGOUGNOUX er 

ai., 1978). 

Por ser uma especie cultivada desde tempos remotos, a area de distribuiyiio 

primitiva e clificil de estimar (BERGOUGNOUX et ai., 1978; GOMES, 1982), aparecendo 

desde a Europa Meridional it Asia Menor acompanhando de perto 0 paralelo 400 de 

latitude Norte (MARQUES, 1988). 

Em Portugal, 0 castanheiro aparece fundamentalmente a norte do paralelo 390

, 

encontrando-se as maiores manchas em Tras-os-Montes e na Beira Alta 

(MARQUES 1988). 

Ainda, segundo 0 mesmo autor, 0 castanheiro exige uma temperatura meclia 

anual de 8 a 14T, com temperatura meclia do mes mais frio superior a -1 °C, temperatura 

minima absoluta superior a -16°C e uma precipitayao media anual de 800 a 1600mm, 

devendo a queda pluviometrica no perfodo, Abril-Junho, ser superior a 25% do valor 

total anual. 

A doenya da tinta, considerada por muitos, como a principal causa da 

degrada9iio e desaparecimento dos soutos, tera surgido em Portugal por volta de 1838 

junto das margens do rio Lima (FERNANDES, 1966). Nessa epoca, em Portugal. a causa 

da mone dos castanheiros nao era conhecida. A identifica9ao dos organ ismos 

respons<lveis pela doen9a ocorreu praticamente urn seculo depois do aparecirnento da 

doen9a, quando em 1941 MONIZ da MAlA isolou fungos de genera Phytop/zr/zora de 

tecidos infectados de castanheiro. PIMENTEL, em 1942, confirmou os isolarnentos 

identificando P. cinllamomi e P. cambivora de tecidos doentes (PIMENTEL, 1947). 

o avanyo da doenya foi de tal forma alarmante e devastador que NATIVlDADE 

(1944) apresentou 0 documento "Bases para urn Plano de Valorizayao Reconstitui9ao e 

Defesa dos Soutos Portugueses" , no qual indicava urn possivel caminho a seguir para 

evitar a perda de urna das nossas rnelhores especies florestais. 0 plano de NATIVlDADE, 

teve 0 apoio das instiincias govemamentais da epoca e incluia a realiza9ilo de inqueritos 

regionais para avaliar a sirua9ao da cultura do castanheiro, a defesa dos soutos existentes, 
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o apoio tecnico nas novas instala~5es e a realiza~iio de estudos de base que pennitissem 

dar resposta as quest5es tecnicas e fitossanitllrias que entiio se colocavam. 

A implementa~iio do plano de NATIVIDADE (1944) contribuiu decisivamente 

para 0 desenvolvimento de trabalhos de investigac;:iio que possibilitaram urn maior 

conhecimento do castanheiro, tanto do ponto de vista ecol6gico como fitotecnico e 

sanitario. 

No domfnio da fitopatologia do castanheiro, destacam-se os trabalhos que sobre 

o tema foram realizados por LOPES PIMENTEL e COLUMBANO FERNANDES. LOPES 

PIMENTEL identificou os agentes patogenicos responsaveis pel a doenc;:a da tinta e 

desenvolveu estudos sobre as especies causadoras da doenc;:a, que muito contribuiram 

para a clarificac;:iio das especies de Phytophrhora envolvidas no sfndroma da tinta. 

COLUMBANO FERNANDES, por sua vez, alem de estudos biol6gicos e epidemiol6gicos, 

desenvolveu ao longo de muitos anos, trabalho continuado no melhoramento do 

castanheiro em relac;:ao it doenc;:a da tinta, referido em pormenor no Capftulo IV, do qual 

resultou a colecc;:ao de clones resistentes a esta doenc;:a existentes em Portugal. 

o efeito devastador da doenc;:a de lima do castanheiro pode ser avaliado (embora 

outras causas possam estar envolvidas) pel a area de ocupa~iio do castanheiro ao longo 

deste seculo. 

Da analise do Quadro I, que na ausencia de melhores dados estatfs ticos, se 

construiu com base nas referencias bibliograficas at assinaladas, verifica-se que a area de 

ocupac;:ao do castanheiro regrediu drasticamente em todas as regioes castanefcolas do 

pafs. A situac;:ao actual exige, urn novo Plano de Defesa do Castanheiro, para que esta 

especie possa contribuir para a valorizac;:ao e constituir uma alternativa rendfvel para 

alguns terrenos cerealfferos da "Terra Fria" transmomana. 

Quadro 1 - Area de ocupa,~o do castanheiro em Portugal desde 1908. 

Autor (Ano) 

SlL V A TELES (1908) • 

FERNANDES (1955a) 

MARQUES (1988)" 

DlREC<;:AO GERAL FLORESTAS (1989) 
• cit F ERNANDES (1955a) 

** area de souto (castanheiro para Eruto) 

Triis-os-Montes e 

Alto Douro 

38236 

37700 

8889 ± 448 

3392 ± 278 

15400 

5 

Area de castanheiro (ha) 

Beira Alta e 

Beira Baixa 

38801 

24500 

14400 

Total do Pais 

83987 

70000 

32100 



Em Tfil.s-os-Montes, mais concretamente na "Terra Fria", 0 casranheiro enconrra 

as melhores condic,:6es ecologicas para 0 seu desenvolvimento, produzindo madeira e 

fruto de excelente qualidade (FERNANDES 1966). Este mesmo autor considera ainda que 

"a economia das populac,:6es rurais desta regiao tern fatalmente de estar dependente da 

cultura do casranheiro". 

As acc,:6es entiio desenvolvidas na defesa e reconstituic,:ao dos soutos e a 

receptividade dos agricultores, levaram (FERNANDES, 1955a), a preyer, para 1980, as 

seguintes areas de ocupac,:ao de casranheiro: 

Quadro 2 - Area de QCupa,ao do caslanheiro previstas para 1980 (FERNANDES , 1955a). 

Provincias 

Tras-os-Montes e Alto Douro 

Beira Alta e Beira Baixa 

Oun-as provincias 

Area provavel (ha) em 1980 

90000 

50000 

10 000 

A realidade, todavia, e muito cliferente. As areas actuais de castanheiro (Quadro 

I), estao situadas a valores inferiores aos de 1955 e muito abaixo das areas previstas. 

Val ores que evidenciam por um lado, a ineficiencia dos metodos de luta utilizados no 

combate a doenc,:a da rinta e por ourro 0 seu progressivo avanc,:o, alem de conclic,:6es socio­

-economicas que nao motivaram os agricultores para a instalac,:ao de novas areas de 

castanheiro. 

Actualmente, os programas de apoio a agricultura e a plantac,:ao de especies 

florestais, onde 0 castanheiro se enquadra, os prec,:os elevados e estaveis que a castanha 

tem atingindo no mercado e ainda a fraca intensificac,:ao cultural do casranheiro, que exige 

pouca mao-de-obra, constituem incentivos que tem motivado os agricultcres na decisao 

de instalar castanheiros, tanto para prodUl;:ao de madeira como de frutc. 

Esta nova realidade evidencia-se no elevado numero de projectos de 

investimento em castanheiro que constituirao uma base segura de valorizac,:ao da 

agricultura rransmontana. As intenc;:6es de investimento em castanheiro arraves do 

programa NOV AGRI situam-se na ordem dos milhares de hectares , estando alguma 

dessa area ja aprovada e ourra em analise na Direcc;:ao Regional de Agricultura de 

Tras-os-Montes. 
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III - FUNGOS ASSOCIADOS A DOEN(:A DA TINTA DO 

CAST ANHEIRO - Phytophthora cambivora e Phytophthora 

cinnamomi 

3.1 - Algumas Considera~iies 

Em 1917, PETRI, isolou 0 organismo causador da doen~a da tinta do castanheiro 

e classificou-o como Blepharospora cambivora , que BUISMAN em 1927 transferiu para 0 

genero Phytophthora - Phytophrhora cambivora (petri) Buisman. Mais tarde, em 1932, 

DA Y associou a esta doen~a outra Phytophthora - Phytophthora cillllamomi Rands 

(CRANDALL, 1950). 

Posteriormente, 0 organismo respons;iveJ peJa doen~a da tinta, foi identificado, 

por alguns investigadores, como P. cifillamomi e por outros como P. cambivora. 

A anarquia, que reinava na classifica9ao do genero Phytophrhora (GRENTE, 

1961b) levou alguns micologistas a seguir 0 criterio de MERHRLICH, que em 1936 

propos, que P. cinnamomi e P. cambivora fossem fundidas numa unica especie - P. 

cambivora. 

Este criterio foi adoptado por WHITE em 1937 e por DAY em 1938 (GRENTE, 

1961b) e por CRANDALL em 1936 (CRANDALL, 1950), tomando confusa a lisla de 

hospedeiros e a distribui~ao geogrffica dos dois parasitas. 

Nem todos as micologistas, no entanto, seguiram este criterio. TUCKER (1931), 

PIMENTEL (1947) e URQUUO (1947), consideraram P. cambivora e P. cillflamomi como 

especies diferentes, tendo estes micologistas isolado as duas especies de castanheiros 

europe us doentes. 

CRANDALL (1950) depois de analisar os trabalhos de PIMENTEL em Portugal e 

de URQUIJO em Espanha, atribuiu a P. cillllamomi urn papel primordial no 

desenvolvimento da doen~a da tinta, a que nao sao estranhas as reservas de URQUlJO 

(1947), que reviu os seus isolamentos e concluiu que a doen9a da tinta em Espanha era 

provocada par P. cillllamomi e nao par P. cambivora , como tinha anteriormente 

considerado. 

Tambem FERNANDES (1966) considera P. cillllamomi como 0 organismo 

preponderante no desenvolvimento da doen~a da tinta em Portugal, baseado no facto de 

apenas tres dos seus isolamentos serem P. cambivora entre largas dezenas de culturas 

identificadas como P. cillnamomi. 

o facto das duas especies de Phytophthora provocarem sintomatologia 

semelhante no castanheiro intrigou inicialmente os investigadores, mas esta situa~ao e 
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frequente em doenc,:as provocadas por outras especies de Phytophthora. Na gomose basal 

dos eitrinos, por exemplo, a mesma sintomatologia pode ser provocada por 

P. citrophthora, P. Ilicotialla var. parasitiea ou P. palmivora. Estas mesmas espeeies e 

ainda P. cillllamomi, podem tambem provocar ataques nas rafzes destes hospedeiros , 

originando todas urn quadro sintomatol6gico identico (TELHADA ,1988). 

De castanheiros jovens, GRENTE (l96Ib), isolou P. megasperma Dresehsler, 

alem de P. cambivora e P. eillllGmomi. Todavia, aquela especie nao apareee referenciada 

em castanheiro por mais nenhum autor. 

Na doenc,:a da tinta da nogueira a situa~ao e ainda mais diversificada, tendo side 

isoladas e identificadas como especies responsaveis pela doen~a, P. cillllGmomi, 

P. eambivora, P. eaeloTl/m, P. parasiliea e P. eitrophlhora , como refere GRENTE 

(l96Ib). 

P. eambivora tern uma distribui~ao geografica muito mais limitada que 

P. eillllamomi, aparecendo apenas nas zonas temperadas. Possui tambem reduzido 

numero de hospedeiros, CRANDALL (1950) refere apenas 0 castanheiro na Europa, a faia 

na Inglaterra e 0 aeer na America do Norte. Trabalhos mais recentes, no entanto, indicam 

esta especie como urn dos agentes patogenicos envolvidos na podridao radicular da 

macieira (BOLAY,1992). Por outro lado, MIRCETICH & MATHERON (1976) associaram 

esta especie, eonjuntamente com P. dreehsleri e P. megasperma, as podrid6es da raiz e 

do colo em PrImus persica (L. ) Batsch, P. armelliaca L., P. amygdalus Batsch, 

P. domesliea L. e Mallus sylvestris Mill .. 

P . cillllamomi, e considerada por CRANDAL (1950), FERNANDES (1966) e 

ZENTMYER (1987) como um dos organismos mais destrutivos dos vegetais. ZENTMYER 

(1987) considera-o ainda, como 0 mais difundido geograficamente e com 0 maior numero 

de hospedeiros. 

ZENTMYER (1980), na sua monografia sobre P. cillllamomi, !ista como plantas 

susceptiveis a este parasita cerca de mil especies vegetais. Da lista apresentada, sobressai 

o elevado numero de plantas lenhosas e arbustivas que sao susceptfveis a este paras ita 

quando comparado com 0 numero das especies herbaceas. Como plantas nao susceptiveis 

destacam-se as monocotiled6neas (que raramente sao infectadas em condi~6es naturais), a 

luzerna, 0 cafe e 0 algodao. No entanto, algumas monoeotiled6neas da flora australiana 

do genero Xanthorrhea, Lilillm, Cordyline e Arehontophoenix sao consideradas 

susceptfveis. Das plantas lenhosas consideradas resistentes, ZENTMYER (1980) destaca: 

L. styraeij7l1a, Clyplomeriajapolliea var. elegalls, Cordyline australis, Plwnnillm leila" e 

duas especies de Pittosporum e PodoeGlplIs. 

A distribui~ao geografica de P. eillllamomi e muito diversificada, aparecendo 

nas regi6es temperadas, sub-tropicais e tropicais, estando actual mente identificada em 

sessenta e oito paises e em todos os continentes (ZENTMYER, 1980). 
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Em Portugal, como ja se referiu, P. cinnamomi, foi isolada de castanheiro, pela 

primeira vez em 1941 por MONlZ DA MAlA. Estes isolamentos foram confllTI1ados por 

PIMENTEL em 1942 que isolou e identificou P. cinnamomi e P. cambivora de castanheiro 

com sintomas da doenc,:a (PIMENTEL, 1947). 

a estudo dos fungos responsaveis pela doenc,:a da tinta prosseguiu com 

FERNANDES que em 1966 refere que P. cillllamomi foi isolada em Portugal de Betllia 

alba 1., Castallea sativa Mill., Castanea crenata Sieb et Zucc., Erica spp., Juglalls regia 

1., Pseudotsuga menziessi (Mirb.) Franco, Quercus robur 1., Quercus rubra L. , 

Quercus suber 1.. 

a facto deste parasita cuasar doenc,:a em plantas como a urze, Erica spp., que e 
espontanea em todas as regioes propfcias ao desenvolvimento do castanheiro, possibilita 

uma expansilo generalizada do parasita e grande incremento da doenc,:a, pelo facto desse 

substrato arbustivo poder contribuir para aumentar enormemente 0 inoculo potencial 

(FERNANDES, 1966). Situac,:iio identica ocorre tambem no processo de declinio 

conhecido por "jarrah dieback", nos eucaliptos da Australia, uma vez que 0 substrato 

arbustivo destas florestas, constitufdo por Ballksia gralldis Wild., planta muito 

susceptfvel a P. cillllamomi (SHEA & MALAJCZUK, 1977), proporciona urn grande 

aumento na populac,:iio patogenica, que assim, mais facilmente consegue provocar doenc,:a 

nas arvores de maior pone, os eucaliptos, designadamente no Eucalyptus marginata. 

P. cillllamomi alem de ter a capacidade de provocar doenc,:a em muitos especies 

vegetais e invadir ecossistemas inteiros, tern ainda a capacidade de permanecer no solo e 

na ausencia de hospedeiros por perfodos de tempo muito longos, devido a formac,:iio de 

estruturas de resistencia. Por outro lado, possui ainda estrategias de nipido aumento de 

inoculo sempre que as condic,:oes the sao favoraveis e processos alternativos de 

genninac,:iio dos propagulos que respondem rapidamente as alterac,:oes ambientais. 

as meios de luta disponiveis para combater as doenc,:as provocadas por 

Phyrophrhora que atacam as rafzes nilo tern, ate hoje, resolvido de forma eficiente e 

duradoira os problemas sanitanos das culturas e das florestas atacadas por estes parasitas. 

So uma analise que considere a globalidade do sistema poden! indicar linhas de actuac,:ao 

que pennitam minorar os efeitos devastadores destas doenc,:as. 

Neste capftulo, de forma completa mas sem pretender ser exaustiva, abordam-se 

as tecnicas que penni tern isolar e identificar os agentes patogenicos associ ados a doenc,:a 

da tima, 0 seu cicio infeccioso e epidemiologico assim como os meios de luta a 

irnplementar nos viveiros de castanheiro enos soutos ja instalados. 
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3.2 - Detecc;ao e Isolamento 

Os metodos e os meios de cultura utilizados na detecc;ao e isolamento dos fungos 

do genero Phytophthora que atacam as raizes, sao muitos e variados. Metodos 

tradicionais e de rotina laboratorial, como a colocac;ao de tecidos infectados em agua, 

extractos de solo ou soluc;5es salinas, ou ainda, a utilizac;ao das vulgares tecnicas de 

isolamento em meio de cultura, pennitem a detecc;ao e 0 desenvolvimento em cultura 

axenic a, caso se usem tecidos recentemente infectados e com micelio em activo 

crescimento. No entanto, 0 isolamento de Phytophrhora de tecidos em avanc;ado estado 

de infecc;ao, degradados ou secos, situac;5es vulgares neste tipo de doenc;a, ou de solos 

naturalmente infectados, e com estas tecnicas extremamente diffcil (ECKERT & TSAO 

1962; FERNANDES. 1966; TSAO & OCANA, 1969; ZENTMYER, 1980), ou mesmo 

impossfvel (TSAO, 1987; TSAO, 1990). 

ZENTMYER (1980) atribuiu a ineficiencia destas tecnicas a utilizac;ao de soluc;5es 

de mercuric para esterilizar a superficie dos tecidos. dado que este produto e 

extremamente toxico para algumas especies de Phyrophthora e ECKERT & TSAO (1962) e 

TSAO (1987) ao antagonismo e interferencia da micoflora secundaria de crescimento mais 

nipido e a lenta emergencia dos propagulos de resistencia, os clamidosporos, que se 

encontram nos tecidos infectados ou no solo. 

Estas dificuldades , e os repetidos insucessos de isolamento destes fungos 

fitopatogenicos, tornaram premente 0 desenvolvimento de outras tecnicas de isolamento, 

nomeadamente as que se baseiam na utilizaqao de plantas-armadilhas enos meios 

culturais selectivos. 

3.2.1 - Tecnicas de planta-armadilha 

Estas tecnicas baseiam-se na utili zac;ao de determinados orgaos de plantas 

susceptiveis, frutos, sementes, cotiledones, radiculas ou folhas, que funcionam como 

meio privilegiado de desenvolvimento dos propagulos de resistencia e possibilitam 0 

isolamento selectivo das esp€cies de Phytophthora. 

A eficiencia destas tecnicas depende da susceptibilidade do material utilizado 

como annadilha, do desenvolvimento de les6es caracteristicas e das condic;6es de 

incubaqao que maximizem as hipoteses de fonnac;ao e libertac;ao dos zoosporos - os 

propagulos primarios da colonizac;ao dos tecidos vegetais. 

Das revis5es bibliograficas de ZENTMYER (1980) e TS AO (1987), extrafram-se 

alguns dos metodos de planta-annadilha utilizados no isolamento de P. cil1l1amomi e 

P. cambivora que se incIicam no Quadro 3. 
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Quadro 3 - Tecnicas de planta-arrnadilha para detec<;ao e isolamento de P. cambivora e 
P. cinnamomi. 

&pecie 
Autor 

p. cambivora 

DANCE et al. (1975) 

MlRCETICHe 
MATHERON (1976) 

P. cinnamomi 

CAMPBEL (1949) 

ANDERSON (1951) 

ZENTMYER et al. (1960) 

KLEMMER e NAKANO 
(1962) 

CHEE e NEWHOOK 
(1965) 

MARKS et al. (1972) 

PRATTe HEATHER 
(1972) 

MARKS e KASSABY 
(1974) 

DANCE et al. (1975) 

Tecido arrnadilha 

Agulhas de coniferas e 
radiculas de tremoceiro 

Peras 

Folhas de ananas 

Frutos e plantulas de 
abacme 

Folhas de ananas e 
raizes da coroa 

Radiculas de 
tremoceiro 

Radiculas excisadas de 
Lupinus QllgustijolillS 

Radiculas de 
tremoceiros 

Cotiledones de 
eucalipto 

Agulhas de coniferas e 
radiculas de tremoceiro 
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Caracterfsticas do metoda e 
condis:6es de incubayilo 

Colocar em flutuac;ao ou parcialmente 
irnersas numa mistuua de solo e agua; 16-
22'C; 3 dias 

Submersao parcial numa mistuua de solo e 
agua; 20'C; 3 dias. 

Em orificios feitas nas mac;as, colocar solo 
humedecido au tecidos infectados; 15-27'C; 
5-10 dias. 

Submersiio em 800 cc de agua a que se 
adiciona 20 cc de solo; 21-14"c; 4 dias 

Frutos parcial mente submersos em solo 
humedecido: 27'C; 2-4 dias. Plantulas em 
solo hUmido, 2-3 dias 

Folhas e extremidades das raizes imersas em 
pelo menos Scm de uma mistura de solo e 
agua: 18-27'C 

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

Fragmentos de radiculas com 1-2 em de 
comprimento colocadas a tlutuar na agua 
com uma altuua de 2-3mm acima de 30 cc 
de solo em placas de Petri: 2-3dias. 

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

Cotiledones destacados silo postas a flutuar 
na agua com 5-10 mm de altura acima de 
50-60 cc de solo; 22-24"c: 60 h. 

Colocar em flutua<;ilo au parcialmente 
imersos numa mistura de solo e agua~ 
16-22'C: 3 dins 



Quadro 3 (cant) - Tecnicas de planta-armadilha para detec,ao e isolamento de P. cambil'ora e 
P. cilJllamomi . 

Especie 
Autor 

LINDERMAN e ZEITOUN 
(1977) 

PEGG (1977) 

GREENHALGH (1978) 

ZENTMYER e ORR 
(1978) 

SHEW er al. (1979a) 

Tecido armadilha 

Discos de folhas de 
eucalipto 

Folhas de abacateiro 

Cotiledones de 
eucalipto, sementes 
gerrninadas de 
tremoc;o, peras 

Sementes genn inadas 
cteaOOca!e 

Discos de folha de 
azalea, agulhas de 
cedrc, radiculas de 
tremoceiro 

Caracteristicas do metoda e 
condi,tles de incubaGao 

Flutua,ao em agua a que se adiciona solo 
ou raizes; 20'C; 24h. Pyrhillm spp. 
interfere com os resultados 

Flutuac;ao em agua a que se adiciona solo; 
4 dias. 

Flutuac;ao em agua a que se adiciona solo 
em quantidades diferentes; 25'C; luz 
continua; 3-7 dias 

lmersas parcial mente em grande quantidade 
de agua sabre uma camada de solo com 
1,2- 2,5cm; 5-7 dias 

Coloear em fiutua,ao au imersos em 100 
ml de agua a que se adicionou 5-50g de 
solo: 20'C, 1-2 dias 

Neste trabalho utilizaram-se as tecolcas de planta-armadilha com 0 objectivo de 

detectar e quantificar a densidade de inoculo de P. cinnamomi, em soutos com grau 

variavel de incidencia da doen~a. Optou-se pelo metodo de MARKS et al. (1972), por 

utilizar como tecido-armadilha, racifculas de Llipilllls allgllstifolills L., de faci! aqltisi~iio 

e ser possfvel realizar vanas tentativas, num perfodo de tempo relativan1ente curto que 

nos permitiam determinar quais as melhores condi~6es de incuba~iio para 0 aparecimento 

da infec~iio e manifesta~iio dos sintomas. 

Com este metodo apenas se conseguiram detectar, esporangios nao papi!ados e 

niio caducos, em algumas radfculas infectadas, mas niio se obtiveram isolamentos de 

Phytophthora desses tecidos em meio gelosado de batata dextrosada (Difco, PDA 39g11). 

Com 0 metodo de CAMPBEL (1949) nao logramos obter melhores resultados. as 

tecidos-armadilha (as ma~as) evidenciaram manchas castanhas, mas mais uma vez, nao se 

isolou P. cillllamomi dos tecidos infectados. 

Os metodos de planta-armadilha, quando conjugados com manipula~6es 

adequada do solo, permitem fazer quantifica~iio de propagulos de P hytophrhora 

existentes no solo, embora proporcionem apenas valores relativos. TSAO (1960) prop6e 

o metodo da dilui~iio em serie, que consiste em diluir sucessivamente solo natural mente 

infectado com solo esterilizado, colocando af os tecidos armadilha, que viio a incubar em 

condi~6es previamente determinadas. Com este metodo TSAO (1960), apresentou 0 

conceito de Indice de Doen~a Potencial CDPD que definiu como 0 recfproco da maior 

dilui~iio que ainda produz les6es caracterfsticas no tecido armadilha. Neste metodo, 

determinada dilui~ao e considerada positiva se 0 fungo e detectado em qualquer das cinco 
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radiculas das tres repetis:oes. A detec9ao e confirmada por observas:ao ao microsc6pio, 

dos esporangios formados nas radiculas infectadas. 

Estes metodos apresentam como principal desvantagem 0 facto dos tecidos 

armadilha poderem ser infectados por outros organismos do solo, nomeadamente 

bacterias e fungos do genero Fusarium spp. e Pythium spp., que impedem a esporulas:ao 

de P. cillllamomi, tomando quase impossivel a sua detecs:ao. Apresentam ainda a 

desvantagem de dependerem de muitas condi90es ambientais de incuba9ao, como a 

temperatura, a luz e a humidade, 0 que determina que a nao detec9ao do fungo nao seja 

indicativo de ausencia de in6culo. 

o elevado numero de metodos, especies armadilha e tecidos utilizados na 

detecs:ao de P . cillllamomi, quando comparado com 0 de outras especies de 

P hytophthora, nao deixara de estar ligado ao elevado numero de hospedeiros, a 

distribuis:ao generalizada deste parasita e as dificuldades que se colocam para 0 seu 

isolamento. 

3.2.2 - Meios selectivos 

A utilizas:ao dos meios selectivos, por definis:ao, tern como objec tivo 

proporcionar 0 crescimento a urn determinado tipo de microrganismo. Alguns, incluem 

na sua formulas:ao substancias que inibem 0 crescimento dos microrganismos 

indesejaveis, outros contem nutrientes que favorecem especificamente 0 crescimento do 

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

A interferencia dos microrganismos da micoflora secundaria dos tecidos 

infectados e do solo, e ainda as dificuldades no isolamento deste genero de fungos ja 

anteriormente referidas, possivelmente contribuuam para que muito cedo se tenham 

desenvolvido meios selectivos para 0 isolamento de Phyropiltilora. Estes meios contem, 

alem do meio de cultura base, antibi6ticos e fungicidas em propors:oes criteriosamente 

estudadas e testadas, uma vez que Phytophthora spp. e outros Perollosporaies reagem 

toxicologicamente como procariotas aos antibi6ticos (TSAO, 1987). Alguns antibi6ticos 

como 0 "rose bengal", "oxgall", estreptomicina, cloranfenicol, clortetraciclina e 0 

propinato de s6dio, que impedem 0 desenvolvimento das bacterias mas nao 0 da maioria 

dos fungos, sao igualmente t6xicos para Phytophthora, inibindo 0 desenvolvimento 

micelial e a germina<;ao dos propagulos de resistencia (TSAO, 1990). 

Na bibliografia da especialidade encontra·se uma vasta gama de formulas:oes de 

meios selectivos para P hytophthora. A composi9ao destes meios difere de autor para 

autor e varia acentuadamente, tanto no meio base utilizado como nos antibi6ticos. 

fungicidas e concentra90es aconselhadas. Referem·se no Quadro 4 alguns desses meios, 

nomeadamente os que foram desenvolvidos para 0 isolamento de P. cinnamomi. 
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Quadro 4 - Meios selectivos para isolameOio de P. cinllallwmi. 

AUTOR 

ECKERT e TSAO (1962) 

AGENTES INIBIDORES 

Pimaricina 100 ppm 

Penicilina 50 ppm 

Polimixina 50 ppm 

HENDRIX e KUHLMAN (1965) Nislantina 

TSAO e OCANA (1969) 

PCNB' 100 ppm 

ESlreplOmicina 50 ppm 

"Rose bengal" 60 ppm 

Pimaricina 10 ppm 

Vancomici na 200 ppm 

PCNB *100 ppm 

BROADBENT e BAKER Pimaricina 10 ppm 

(1974) Penicilina 50 ppm 

MASAGO et al. (1977) 

TsAO e GUY (1978) 

KO et al. (1978) 

SHEW et al. (1979b) 

Benomil 10 ppm 

NisIanlina 25 ppm 

PCNB ' 25 ppm 

Rifampicina 10 ppm 

Ampicilina 500 ppm 

Hymexazol 25-50 ppm 

Pimaricina 10 ppm 

Vancomicina 200 ppm 

PCNB' 100 ppm 

Hymexazol 50 ppm 

Pimaricina 50ppm 

Ampicilina lOOppm 

PCNB* 10ppm 

Pimaricina 5ppm 

PCNB* 35ppm 

cloranfenicol lOppm 

H vmexazol 50ppm 

• PeNB - pentacloronilrobenzeno 
1 - CMA - "com meal agar" 
2 - SA "Synthetic agar" 
3 - PDA "POIato-dextrose agar" 
4 - V8A "V -8 juice agar" 
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MEIOBASE 

SA 2 com extracto de levedura 

CMA I 

PDA 3 a 1/4 

SA e extraclO de levedura e tiamina 



Do conjunto das substancias inibidoras utilizadas, salienta-se 0 facto dos agentes 

fungicidas representarem urn papel importante na selectividade destes meios. ECKERT & 

TSAO (1962) referem, pel a primeira vez, a nao toxicidade da pimaricina e nistantina nos 

fungos do genero Phytophthora e Pythillm , passando estas substancias fungicidas a fazer 

parte da forrnula~ao da quase totalidade dos meios selectivos de Phytophthora. 0 benomil 

eo pentacloronitrobenzeno (pCNB) sao tambem frequentemente utilizados por possuirem 

essa mesma caracteristica, e serem de mais facil aquisi~ao e utiliza~ao (TSAO,1987). 

MASAGO et al. (1977) verificaram que 0 5-methylisoxazol-3-01, fungicida de 

Sintese com nome vulgar hymexazol, inibia os fungos do genero Pythillm mas nao era 

toxico para Phytophthora spp ., surgindo assirn urn meio verdadeiramente selectivo para 0 

seu isolamento. TSAO & GUY (1977) adiantam que este produto inibe tambem Mortierella 

spp. e que algumas especies de Phytophthora sao mais sensiveis ao produto do que 

outras, acontecendo 0 mesmo com as especies de Pythium. 

As concentra~6es dos agentes fungicidas foram inicialmente bastante elevadas, 

tendo TSAO & OCANA (1969) verificado que essas concentra~6es, embora nao inibissem 

o desenvolvimento do micelio, irnpediam a gerrnina~ao dos propagulos de resistencia. 

Estes estudos levaram estes investigadores it formula~ao do meio PIO VP, possivelmente 

o meio selectivo de utiliza~ao mais generalizada. 

TSAO (1987), refere ainda, que as especies de Phytophthora possuem graus de 

susceptibilidade diferente aos antibioticos e que uma deterrninada concentra~ao pode ser 

inibitoria para uma especie e nao 0 ser para outra. 

A utiliza~ao dos meios de cultura semi-selectivos (pDA, Difco 39g/l) acidificado 

com acido liictico, conduziu-nos, apesar das insistentes tentativas, a fracassos repetidos 

na detec~ao e isolamento de P. cillllamomi, tanto de tecidos infectados de plantas jovens 

como adultas. Esta situa~ao s6 foi ultrapassada com a utiliza<;:ao do meio selectivo P 10 VP 

de TSAO & OCANA (1969), com 0 qual facilmente obtivemos isolamentos de 

P. cillllamomi, tanto do solo como dos tecidos infectados. 

Os meios selectivos, PIOVP e PIOVPH, tornam possivel a quantifica<;:ao directa 

da popula<;:ao de propagulos existentes no solo, podendo utilizar-se 0 metodo da dilui<;:iio 

de placas ou espalhando directamente uma deterrninada quantidade de solo, geralmente 

20-50 mg, sobre 0 meio de cultura ja solidificado. 

A identifica<;:ao das colonias de Phytophthora baseia-se nas caracterfsticas 

macroscopicas das colonias e na observa~ao microscopica das hifas, devendo as 

observa<;:6es ser realizadas ao segundo e quarto dias depois da inocula<;:ao que deve 

Ocorrer as escuras e a 2YC (TSAO & OCANA,1969). 
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3.3 - Taxonomia e Classificac;iio 

3.3.1 - Criterios actuais de classificac;iio 

A identificac;ao das especies do genera P hytophthora foi. desde sempre 

considerada dificil. como refere BARRACHINA (1977) citando autores como ROSENBAUM 

(1917). PETRI (1917). TUCKER (1931). BLACKWELL (1949). Da mesma opiniao sao 

igualmente GRENTE (1961b). WATERHOUSE et al. (1987) e GALLEGLY (1987a; 1987b). 

GALLEGLY (1987 a) atribuiu essa dificuldade ao facto da variabilidade ser a regra 

em P hytophthora. Neste genera existe homotalismo. heterotalismo. anteridios paragineos 

e anfigfneos. especies que exigem meios de cultura e condic;oes especiais para 

produzirem. em laborat6rio. esporangios. clamid6sporos. zo6sporos e 06sporos. e ainda 

especies com elevado ou restrito numero de hospedeiros. 

A variabilidade do genero Phytophthora e a imporulncia das doenc;as causadas 

par algumas das suas especies. fizeram com que muitos investigadores se tivessem 

dedicado a taxonomia deste genera e tenham surgido ao longo do tempo varios criterios 

de classificaC;ao. Realc;am-se as trabalhos de WATERHOUSE (1963) que. baseando-se em 

caracteres morfol6gicos e introduzindo 0 estudo em cultura pareada como fundamental no 

aspecto taxon6mico. desenvolveu urn sistema de classificac;ao que estabeleceu a ordem 

numa altura em que muita confusiio existia (GALLEGLY. 1987a). A classificac;iio proposta 

por WATERHOUSE em 1963. foi aceite por todos os inves tigadores de Phytophthora e 

dela derivam todas as chaves de identificaC;ao hoje utilizadas. 

Nesta classificac;ao 0 genera Phytophtora e dividido em seis grupos (I -VI) com 

base nos seguintes criterios morfol6gicos: papila terminal do esporangio; abundancia de 

esporangios em meios de cultura s6lidos; caducidade dos esporangios; proliferac;ao 

interna do esporangio; natureza do anterideo; presenc;a ou ausencia de 06sporos no 

hospedeiro e em cultura; dimensoes dos esporangios; tip a de esporangi6foro; micelio 

com ou sem vesiculas; presenc;a ou ausencia de clamid6sporos em cultura; tamanho do 

oog6nio; ornamentac;ao da parede do 00g6nio; especializac;ao parasitaria e temperaturas 

cardiais de crescirnento (WATERHOUSE et al .• 1987). 

Esta chave foi revista por WATERHOUSE e seus colaboradores. NEWHOOK e 

STAMPS em 1978. aparecendo urn novo tipo de chave - a chave tabular de NEWHOOK el 

ai. (1978). Os criterios de classificac;ao sao os utilizados par WATERHOUSE em 1963 e as 

especies continuam separadas nos mesmos seis grupos (I-VI ). 

A estabilidade desta chave. na classificac;ao. identificac;ao e descric;ao das 

especies assenta. segundo os seus autores. na divisao dos caracteres em caracteres 

estaveis para a definic;ao dos grupos principais. caracteres estaveis ao nivel de especie. 
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caracteres importantes para algumas especies, caracteres utilizados s6 numa ou duas 

especies e ainda nos caracteres indicativos CYV ATERHOUSE et al., 1987). 

A caducidade e morfologia dos esporangios, mais especificamente 0 

comprimento do pedicelo e a dimensao do espessamento apical, sao os caracteres 

morfol6gicos que conjugados com 0 caracter de anterfdeo paragfneo, anfigfneo ou 

ambos, dao origem aos seis grupos (I-VI) em que se divide actualmente 0 genero 

Phytophthora. Dentro de cada grupo, caracterfsticas morfol6gicas adicionais dos 

esporangios, das estruturas sexuais, dos c1amid6sporos e do micelio sao usados para a 

identificac;ao das esp6cies. Alguns criterios nao morfol6gicos como a temperatura maxima 

de crescimento 0 aspecto da col6nia em determinados meios de cultura e estudos de 

patogenicidade, tanto em condic;oes naturals como de inoculac;ao artificial, sao tambem 

utilizados na delimitac;ao especffica de algumas esp6cies. 

Em 1990, estes mesmos autores, publicaram uma chave tabular revista, 

STAMPS el al. (1990), que man tendo os criterios de c1assificac;ao da chave tabular 

anterior, possibilita a identificac;iio das especies aqUiiticas, todas elas incluidas num novo 

grupo - 0 grupo VII da chave, e incluiram ainda catorze especies ou variedades, 

entretanto identificadas ou transferidas para 0 genera PhYlOphthora como aconteceu com 

Pylhium ulldulalllm que passou aD genera PhYlophthora como Phytophthora lI11dulata do 

grupo VI. 

P. cillllamomi e P. cambivora por possufrem esporangios nao papilados com 

espessamento apical muito fino, 06sporos formados por pareamento com micelio 

compativel, ou por pareamento com P. cryptogea e P. parasitica, respectivamente e os 

anterfdeos serem sempre anfigfneos, sao inclufdos, pelos criterios 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. cajalli Pal, Grewal & Sarbhoy, P.cajani Amin, Baldev & Williams, P. melollis 

Katsura, P. sillensis Yu & Zhuang, P. erythroseptica Pethybr. var. erythroseptica , 

P. erythroseptica var. pisi Byw. & Hickman, P. richardiae Buisman, P. gOllapodyides 

(peterson) Buisman, P. japollica Waterh., P. IIlldulata (petersen) Dick. 

P. cinnamomi foi descrita pela prime ira vez por RANDS em 1922 e mais tarde 

WATERHOUSE & W A TERSTON (1966) caracterizam-na da seguinte forma: " hi fas 

coraloides (em agar malte), bastante largas (811m) e muito rijas; dilatac;oes das hi fas 

tipicamente esfericas (diametro medio 42 11m , maximo 60 11m) e em grupo; paredes nao 

muito espessas. Os esporiingios formam-se s6 em meio lfquido e os esporangi6foros sao 

estreitos (311m) e ocasionalmente ramificados. Esporiingios grandes, elips6ides ou 

ov6ides (57 x 33 11m com 100 x 40 11m como dimensoes maximas), nao papilados, com 

diminuto espessamento apical e nao caducos. Orgiios sexuais raramente produzidos em 

meios com agar e em cultura simples, mas abundantes quando pareadas com P. C1yplOgea 
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ou com micelio compatfvel. Oogonios com diametro medio de 40 ~m e maximo de 58 

~m, parede lisa tornando-se amarela ou dourada com a idade. Anterfdios sempre 

anfigfneos e alongados com dimens6es 21-23 x 17 ~m. Os oosporos praticamente 

ocupam todo 0 oogonio e tern parede hialina e com 2 ~m de espessura. Culturas muitas 

vezes com forma de roseta e com micelio aereo. Temperaturas cardiais de crescimento 

com minima de 5 'C, optimo de 24-28 'c e maximo de 32-34' C". 

HO (1981), publicou urn novo ripo de chave para identifica~ao das especies de 

Phytophthora. Tal chave, chave sinoptica, tern, segundo 0 seu autor, 0 objectivo de 

facilitar a identifica~ao das especies patogenicas em cultura axenica, das que so sao 

conhecidas no hospedeiro e ainda das especies aquaticas. As chaves sinopticas, que 

McCAIN (1988) prefere chamar chaves de multipla entrada, sao mais faceis de utilizar que 

as dicotomicas em especies de grande variabilidade ou em especies on de nao estao 

disponfveis todos os caracteres taxonomicos. A facilidade da utiliza~ao resulta de se 

poder iniciar a identifica~ao por qualquer caracter e a movimenta~ao na chave ser apenas 

dependente das caracterfsticas disponfveis da especie em estudo. Nos fungos que 

produzem diferentes tipos de esporos ao longo do cicio de vida, estas chaves, que 

possuem uma sec~ao para cada fase do desenvolvimento, facilitam a manipula~ao do 

material biol6gico no processo de identifica9ao. 

As especies "niio conhecidas" podem ser identificadas por compara9iio com os 

taxa conhecidos, com base na avalia9ao da totalidade dos caracteres (HO, 1981).0 autor 

da chave utiliza 0 conceito de "coeficiente de similaridade" de SNEATH & SOKAL (1973), 

para avaliar 0 grau de proximidade entre as esptcies. 

Para se obter urn valor quantitativo e ponderado 0 autor associou a cada caracter 

urn determinado valor em fun9ao do seu valor no diagn6stico. AU'ibuiu valor 3 aos 

caracteres morfo16gicos mais estliveis, 2 aos caracteres de estabilidade intermedia e 1 aos 

caracteres menos estliveis e a todos os caracteres nao morfol6gicos. 

o coeficiente ponderado de similaridade (WSC) definido como: 

WSC _ Somat6rio dos val ores do diagnostico dos caracteres em concordancia 
- Somat6rio dos valores do diagnostico de todos os caracteres a observar 

permite atribuir ao isolamento em estudo 0 nome do taxa da chave, se a similaridade e 

elevada ou optar por outro epfteto se as diferen9as sao suficientemente grandes. 

3.3.2 - Olltros criterios taxonomicos 

Estudos serologicos, citol6gicos e de electroforese de protefnas tern sido 

utilizados como criterios taxonomicos na diferencia9iio das esptcies de Phyrophthora. 
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Alguns destes estudos foram ja incluidos nas chaves de identificayao, 

nomeadamente 0 numero de cromossomas - caracter taxon6mico utilizado na chave de 

NEWHOOK et al. (1978) como criterio est<ivel ao nivel de especie. 0 numero de 

cromossomas, pequenos e diffceis de contar (WATERHOUSE et al., 1987), e 

frequentemente de nove-dez ou doze com algumas excep~6es que sao utilizadas na 

diferencia~ao especifica. A forma dos cromossomas tern tambem valor no diagn6stico, 

por apresentarem aspecto caracteristico em algumas especies, nomeadamente em 

P. megakarya e P. mead!. (WATERHOUSE et al., 1987). 

A electroforese de proteinas e 0 estudo da variabilidade dos perfis proteicos e 

enzimaticos, foram utilizados como criterio de identifica~ao especffica de fungos desde 

que CLARE, em 1963, verificou que esta tecnica perrnitia distinguir as especies do genero 

Pythium. Esta mesma tecnica foi aplicada ao genero Phytophthora por CLARE & 

ZENTMYER (1966), tendo estes autores concluido que esta metodologia permitia 

igualmente separar as especies neste genero. 

A utiliza~ao desta metodologia no genero Phytophthora tern como objectivo, 

segundo a generalidade dos autores, obter uma identifica<;:ao fiavel e nipida das especies, 

eliminando as dificuldades devidas a grande variabilidade das estruturas morfol6gicas. 

Por outro lado, evita tambem a necessidade de avaliar elevado numero de caracteres 

morfol6gicos, por vezes dificeis de obter em cultura axenica (CLARE, 1963; CLARE & 

ZENTMYER, 1966; HALL et al. 1969; GILL & ZENTMYER, 1978). 

Outras areas do conhecimento, como a imunologia, com a obten~ao de reac<;:6es 

serol6gicas diferentes entre 0 genero Pythillm e Phytopht!wra e entre algumas especies de 

Phytophthora, foi tambem explorada no aspecto taxon6mico. No entanto, a obten<;:iio de 

anti-soros especificos, continua a ser urn objectivo a atingir. Quando conseguido 

porporcionara, alem de urn criterio taxon6mico estavel, urn meio de facil utiliza<;:ao na 

avalia~ao do inoculo no solo (GALLEGLY, 1987a). 

Para confmnar esta posi<;:ao estiio os recentes e encorajadores resultados obtidos 

por BENSON (1991) na detec<;:ao de P. cillilamomi em azaleas utilizando soros preparados 

comercialmente. 

Outros estudos no dominic da taxonomia experimental, nomeadameme a 

hereditabilidade de caracteres, a avalia<;:ao da interac<;:ao genotipo x ambiente, as 

diferenyas bioquimicas e estruturais e a microscopia electronica, poderiio contribuir para 

urn melhor conhecimento das especies e possivelmente conduzir a uma redefini<;:iio dos 

criterios de classifica~ao. 
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3.4 - Cicio Infeccioso 

3.4.1 - Quimiotaxia e quimiotropismo 

P. cinnamomi e um fungo do solo que ataca as rafzes das plantas e todo 0 seu 

cicio de vida ocorre no ambiente solo. 

a processo infeccioso inicia-se, segundo ZENTMYER (1970), com a atrac~ao 

dos zoosporos para as rafzes do hospedeiro, processo que e mediado por um estfmulo 

qufmico, denominado quimiotaxia. A mobilidade dos zoosporos e sua acumula~iio nas 

rafzes sao processos complexos e varios mecanismos podem estar envolvidos. Alguns 

investigadores atribuem este facto a fenomenos de electrotaxia, ou seja ao movirnento dos 

zoosporos devido as cargas electricas das particulas; outros, a fenomenos de reotaxia 

positiva, apresentando, no en tanto, a quimiotaxia maior evidencia experimental (CHANG­

HO & HICKMAN, 1970). A quimiotaxia ocorre devido a exsuda<;ao, por parte das rafzes, 

de diversas substancias qufmicas (CHANG-HO & HICKMAN, 1970), algumas delas 

identificadas como aminoacidos, hidratos de carbono, acidos organicos, vitaminas. 

enzimas e auxinas (ZENTMYER, 1970). 

a estfmulo qufmico pode ter origem em plantas hospedeiras ou nilo hospedeiras, 

ocorrendo a maior concentra<;ao de zoosporos na zona de elonga<;ao e imed iatamente 

abaixo das zonas feridas, as quais corresponde tambem maior exsuda~ao radicular 

(CHANG-HO & HICKMAN, 1970). 

A irnportiincia dos fenomenos de quirniotactismo na patogenese foi estudada por 

diferentes autores. KHEW & ZENTMYER (1973) verificaram que os zoosporos de 

P. cinnamomi eram menos sensiveis ao estfmulo quimico e que as substiincias que mais 

influenciavam este processo eram, a asparagina, 0 acido glutamico, 0 acido asparrico e a 

metionina, manifestando a frac~ao positivamente carregada maior efeito na atrac~ao dos 

zoosporos. 

A quantidade de exsudados radiculares varia com a especie, tendo MALAJCZUK 

& McCOMB (1977) verificado que os exsudados de Eucalyptus calophyl/a (resistente a P. 

cinllamomi) e de E. margillata (susceptfve l) continhanl acidos orgiinicos e aminoacidos, 

produzindo, no entanto, a especie susceptivel 0 dobro da quantidade de exsudados. ERB 

et al. (1987), por outro lado, verificaram que as cultivares susceptiveis de mfrtilo 

(Vaccinium spp.) atrafam maior numero de zoosporos. A exsuda~ao radicular varia ainda 

com as condi~6es ambientais. ZENTMYER (1970) considerou a idade da planta, humidade 

do solo, temperatura e intensidade luminosa, como factores detenninantes da quantidade 

de exsudados radiculares excretados pelas rafzes. 

as exsudados radiculares, indica<;iio de condi~iio favoravel de infec~ao, por 

promoverem a mobilidade dos zoospores e a sua acumuJa<;iio nas rafzes, parecem tam bern 
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esrimular 0 enquistamento dos zo6sporos (CARLILE, 1987). Processo que e descrito por 

este autor da seguinte forma: "os z06sporos 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 colis6es ocasionais, sendo mais sensiveis aos factores de enquistamento 

quanto maior river sido 0 seu deslocamento no solo. Ainda, segundo este autor, os 

zo6sporos no inicio do processo de enquistamento possuem a caracteristica de aderirem 

com facilidade a uma superficie s61ida, ficando firmemente ligados a ela. Se, essa 

superficie s61ida for uma raiz, os zo6sporos ficariio em situa~iio privilegiada para infectar 

os tecidos radiculares quando da sua gennina~iio. 

Os z06sporos enquistados podem germinar directamente por tubo ou tu bos 

genninativos ou pela emissiio de um z06sporo secundano (Ho & ZENTMYER, 1977a). 

ZENTMYER (1970), verificou por outro lado, que os tubos germinativos 

evidenciam quimiotropismo para a regiiio de elonga~ao e para os exsudados radiculares. 0 

que promove ainda maior eficiencia ao processo de invasao dos tecidos radiculares 

atraves dos zo6sporos. 

Os zo6sporos que nITo enquistam na superficie das raizes poderao, atraves do 

processo quimiotr6fico, atingi-la e constituirem assim in6culo potencial via vel para 0 

processo de infec~ao. 

Os exsudados radiculares, alem do efeito directo que exercem na atrac~iio dos 

zo6sporos, promovem ainda a germina~iio dos clamid6sporos de P. cillllamomi, as 

estruturas primanas de sobrevivencia deste fungo fitopatogenico. 

A germina~ao dos clamid6sporos de P. cillllamomi, segundo MIRCETICH & 

ZENTMYER (1970), s6 ocorre na presen~a de adequadas quantidades de nutrientes 

ex6genos, que por sua vez influenciam no ripo de germina~ao, que pode OCOlTer: 

- por tube ou tubes gerrninativos com posterior desenvolvimento do micelio; 

- por urn tube germinativo que desenvolve na extremidade urn esporangio. 

Ainda segundo estes autores, os clamid6sporos de P. cillllamomi poderao 

germinar em condi~5es naturais, na presen~a de exsudados radiculares de plantas 

hospedeiras ou nao hospedeiras. Na presen~a de uma planta hospedeira a gennina~ao dos 

clamid6sporos, que po de ocorrer por urn numero variavel de tubos germinativos em 

fun~ao da riqueza do substrato e que possuem grande resistencia ao antagonismo 

microbiano, conduzem a infec~iio dos tecidos e a perpetua~ao do parasita. Se 0 estimulo 

provem de plantas nao hospedeiras 0 processo de germina~ao ocorre, mas 0 processo de 

infec~ao niio se desenvolve. Esta situa~iio pode contribuir para diminuir 0 periodo de 
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sobrevivencia do agente patogenico, se as condi<;5es nutritivas e ambientais nao fo rem 

adequadas ao desenvolvimento saprofftico do fungo. 

Para alem destes propagulos, envolvidos no processo inicial de infec"ao, MARX 

& BRYAN (1970), consideram que qualquer condi"ao que favore"a 0 desenvolvimento 

micelial de P. cinllamomi na superffcie radicular, na rizosfera ou no rizoplano podeni 

levar 11 invasao das raizes pelas hifas. Razao pela qual, segundo estes autores, a fase 

micelial de P. cinnamomi nao deve ser considerada como a fase nao parasitliria do seu 

cicIo de vida. Acrescentam ainda que as hifas de P. cillllamomi, sao mesmo mais 

tolerantes aos antibi6ticos produzidos pelas micorrizas do que os z06sporos, 0 que lhes 

proporciona uma maior longevidade no solo, podendo desta fom1a desempenhar urn 

papel importante no processo de infec"ao. 

3.4.2 - Coloniza<;iio dos tecidos 

MALAJCZUK et al. (1977), estudaram a coloniza"ao das rafzes de E. margillata e 

E. calophyl/a pOI' P. cillllamomi utilizando micelio/clamid6sporos como in6culo. 

Verificaram que, doze horas ap6s a inocula"ao, as hi fas se orientavam 

predominantemente ao longo da jun"ao das paredes celulares, embora existissem outras 

distribufdas ao acaso na superffcie das raizes. 

Cortes histol6gicos mostraram que ap6s urn dia de inocula"ao ocorria a 

penetra"ao dos tecidos na zona de jun"ao da parede celular de duas celulas contfnuas -

penetra"ao intercelular - aparecendo, passados catorze dias, abundante micelio corn 

vesiculas nos tecidos corticais e do cilindro central. Nestes mesmos tecidos apareciam 

ainda clamid6sporos e era evidente uma descoloracrao acentuada. 

Estudos de microscopia electr6nica, realizados nestes tecidos e pOl' estes 

mesmos autores, confmnaram a penetra"ao intercelular inicial das hifas. As hifas sofrem 

uma expansao do seu diametro quando se encontram no interior dos tecidos e origin am a 

dissolucrao da lamela media das ceJulas vegetais na sua proximidade. MALAJCZUK 

et al. (1977) atribuem a dissolu"ao da lamela media das celulas a ac"ao enzimarica das 

pectinases, que desta forma possibilitaria a penetracrao e coloniza"ao inrracelular dos 

tecidos. As hifas sofrem uma constri"ao no local de penetra"ao da parede celular, mas 

uma vez no interior da celula, adquirem a sua dimensao normal, podendo formar 

eSiruturas vesiculares que, pOI' vezes, ocupam todo 0 lumen da celula. 

Estudos semelhantes foram realizados pOI' Ho & ZENlMYER (1977b) em varias 

especies de Persea, usando z06sporos como in6culo inicial. Verificaram que, uma hora 

depois do processo de acumula"ao dos zo6sporos, os tubos germinativos invadiam as 

raizes pOI' penetra"ao da epiderme. A penerra"ao ocorria inter e intracelularmente, 

aparecendo as les5es na regiao de elonga"ao passadas vinte e quatro horas ap6s a 
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inocula~ao. A zona cortical ficava colonizada passadas quarenta e oito horas, provocando 

urn nipido colapso das celulas do parenquima. Observaram ainda forma~ao de 

cIamid6sporos e de 06sporos passados 4-6 e 6-11 dias, respectivamente 

Em abacateiro, P. cinnamomi invade principalmente as raIzes jovens, mas pode 

tambem dar origem a les6es corticais nas raIzes de maior diametro e no tronco, que se 

podem desenvolver rapidamente se houver inocula~ao por ferida (ZENTMYER, 1981). 

Em castanheiro, 0 processo infeccioso desenvolve-se de forma semelhante ao 

indicado para as especies anteriormente referidas, datando os estudos nesta especie, do 

infcio dos anos sessenta, altura em que esta doen~a foi extensivamente estudada em 

Portugal, Espanha, Fran~a e Itiilia onde 0 castanheiro e especie vegetal de elei~ao em 

determinadas zonas destes paIses. 

3.4.3 - Expressiio dos sintomas 

P. cillllamomi ataca as rafzes das plantas hospedeiras, desenvolvendo-se 

posteriormente uma sintomatologia caracterfstica, tanto na parte radicular como na pane 

aerea da planta. 

Em castanheiro e utilizando a descri~ao de GRENTE (1961a), P. cillllamomi, 

provoca nas raizes mais fin as urn enegrecimento, devido 11 decomposi~ao do cortex, 

ficando com aspecto hUmido e apodrecido. 

As rafzes de maior diametro tambem sao atacadas, evidenciando manchas 

enegrecidas, devido it altera~ao da conex e do cambio. 0 lenho nao e atingido, mas pode 

ficar escurecido devido it oxida~ao da seiva que sai dos tecidos do floema. 

Em correspondencia com esta sintomatologia radicular, manifesta-se na parte 

aerea da planta urn conjunto de sintomas bastante caracterfsticos, embora alguns deles 

estejam tambem associados a outras doen~as de origem parasitliria ou fisiol6gica. 

Sintomatologia evidente e denotando urn estado avan~ado da doen~a da tinta 

pode ser observada na Fig. 1 (A, B e C) em castanheiros atacados por esta doen~a na 

regiao de Bragan~a. 

FERNANDES (1966), urn dos autores que mais estudou a doen~a da tinta do 

castanheiro em Portugal, descreve como sintomas caracterfsticos da doen~a na parte aerea 

da planta os seguintes: 

folhas amarelecidas e sem brilho que vao murchando, acabando por cair 

prematuramente; 

- dessecamento nipido das folhas (ocorrencia ocasional), que ficam fmnemente 

agarradas aos ramos, mesmo durante 0 perfodo de repouso vegetativo; 
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Fig. 1 - Sintomatologia caracterfslica da doen~a da tinta do castanheiro. A - Ouri~os que 
ficaram aderemes a arvore. B - Folhas amarelecidas e sem brilho que vao murchando, acabando par cair 
prematuramenle. C - Desenvolvimento de ramos junto do colo da planta e abaixo das pernadas principais 
numa arvore muito atacada pela doen,a. 
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- folhas de dimens6es 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; 

- ouri90s de pequena dimensao e sem fruto; 

- ouri~os que ficam aderentes it arvore durante urn ou mais anos; 

- castanhas muito pequenas e sem caracterfsticas organoleticas; 

desenvolvimento de ramos junto ao colo da arvore 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 (niio e sintoma constante da doen~a, 

mas quando se observa e quase ceno estar a arvore infectada); 

- Ifquido escuro de aparecimento ocasional, semelhante a tinta de escrever, 

sintoma que deu 0 nome vulgar a doen~a e que se deve a oxida9iio das 

substancias fen61icas que se libertam devido ao crescimento dos tecidos saos 

que dilaceram os tecidos doentes que nao cresceram. 

A sintomatologia provocada por Phytophthora spp. que atacam as raizes. 

evidencia-se na parte aerea, quando 0 processo infeccioso se encontra ja em estado 

avan~ado de evolu~ao. Tal facto torna diffcil detectar, por sin tomatologia, os ataques 

precoces destes fungos, tomando as estrategias de luta mais dificeis de aplicar, quando se 

pretende actuar ao nivel do hospedeiro. 

Alguns investigadores referem que a morte das mores provocada por 

P. cillllamomi, se evidencia acentuadamente em determinados perfodos, para depois 

ocorrer uma cena "acalmia" na expressiio dos sintomas em que apenas se manifesta 

ligeiro declfnio. Em Fran~a, GRENTE (1978) considera que a doen~a da tinta passou a 

doen~a de segundo plano a partir de 1957 e SHEA & BROADBENTE (1987) referem 

tambem este facto em eucalipto e pinheiro na Australia. Atribuem este componamento ao 

facto destas plantas nao dependerem das raizes superficiais para 0 equilibrio hidrico e s6 

quando as raizes de maior diametro e 0 caule sao invadidos e que ocorrera a mone da 

arvore. 

Em plantas jovens de castanheiro a sintomatologia e bastante evidente, 

adquirindo as plantas urn 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 a mone da planta, num perfodo de 

tempo relativamente curto (Fig. 2, A e B). 
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Fig. 2 - Sintomatologia do ataque de Phytophthora cinlwmomi em plantas jovens de 
eastanheiro. A - Distribui,i!o generalizada da doen,a da tinta no viveiro. B - Folhas amarelecidas e 
enroladas que rapidamente fiearn necr6ticas. 
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3.4.4 - Bases fisiologicas da patogenese e manifesta~iio dos 

sintomas 

As bases bioquimicas da patogenese e indu~ao dos sintomas devidos aos ataques 

de P. cinnamomi, sao ainda pouco conhecidas. Existe, no entanto, uma relayao directa 

muito proxima entre a destruiyao das raizes e a deteriora9ao da parte aerea. 

WOODWARD et al. (1980), no unico trabalho que foi possIvel reter na 

bibliografia consultada, referem que a manifesta9ao dos sintomas na parte aerea do 

E. marginata nao poden! ser explicada apenas pel a quantidade de rafzes atacadas. 

Desempenharao, possivelmente, urn papel importante certas toxinas produzidas pelo 

fungo. Estes mesmos autores verificaram que os compostos insoluveis em etanol, 

provenientes do filtrado de culturas de P. cinnamomi, induziam murchidao em E. sieben" 

e E. cype/locarpa. Concluiram, com base nas caracterfsticas quimicas evidenciadas, que 

a substil.ncia em estudo seria uma ~-glucana muito rarnificada. 

As substiincias produzidas por P. cinnamomi e que induzem murchidao nao 

estao directamente relacionados com os processos de patogenese, mas podem 

desempenhar urn pape! importante na indw;ao de sintomas, tanto mais que as raizes 

atacadas, mantem a sua integridade estrutural por urn perfodo de tempo suficientemente 

longo, que possibilita a difusao de toxin as para outras partes da planta (WOODWARD el 

af., 1980). 

KEEN & YOSHIKAWA (1987) consideram que as toxinas e as enzimas 

produzidas por estes fungos podem desempenhar urn papel importante na coloniza9ao 

dos tecidos, apresentando, no entanto, urn papel diferente conforme a especie de 

P hytophthora considerada. 

3.4.5 - Dissemina~iio 

Os fungos do solo podem ser disseminados por urn largo conjunto de 

processos. As especies que provocam a doenya da tinta, P. Ginllamomi e P. cambivora, 

produzem ao Ion go do seu cicio de vida varios tipos de esporos assexuados que 

contribuem para uma dispersao eficiente ao longo do tempo e do espa<;o. 

Os esporiingios, que nestas especies nao se destacam dos esporangi6foros e tern 

dimensoes superiores it maioria dos espayos determinados pelo arranjo das partfcuJas do 

solo, nao serao facilmente agentes de disseminayao da doen9a. Contudo, em condiyoes 

favoraveis de humidade, germinam indirectamente pela libertayao de z06sporos com 

f1ageJos, que em meio liquido se movimentam activamente. 
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Fragmentos de micelio, clamid6sporos e 06sporos sao tambem n'ansportados 

passivamente pela agua do solo, disseminando a doenc;:a no sentido da drenagem narural 

dos solos e linhas de agua. 

A dispersao da doenc;:a no campo, em forma de mancha de 61eo e no sentido do 

declive do terreno, tarna evidente este tipo de dispersao associado ao movimento de 

drenagem natural da agua do solo. 

Outro processo de disseminac;:ao da doen~a esta relacionado com as 

movimenta~6es do solo e restos vegetais infectados que ocorrem devido as opera~6es 

culturais realizadas em agricultura e nas florestas. 

A existencia de in6culo infeccioso na terra ou nos substratas do material de 

propaga~ao, e particularmente grave e desempenhani urn papel impontante na dispersao da 

doen~a. E, afinal, assim que os propagulos sao transportados a grandes distancias e 

atingem areas cada vez maiores. Tambem as movimenta«6es de terra, incluindo a que 

adere ao equipamento utilizado nas operac;6es culturais, transportado para a construc;ao 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 

disseminac,:ao da doen~a) constituirao processos eficientes de dissemina«ao da doenc;a. 

3.4.6 - Saprofitismo e sobrevivencia 

3.4.6.1 - Classifica~iio ecol6gica 

As especies de Phytophrhora que se desenvolvem no solo, sao classificadas sob 

o ponto de vista ecol6gico como fungos do solo, possuindo a capacidade de infecrar as 

rruzes em detenninadas condic;:6es e por isso incluidas nos parasitas nao especializados 

segundo a classificac;:ao de GARRET (1970). 

Quanta ao comportamento saprofftico de P. cinnamomi a opiniao nao e uniinime 

entre os diferentes investigadores. HWANG & Ko (1978) consideram este parasita como 

um fungo com elevada capacidade de competic;:ao saprofftica, baseados no facto de ter 

colonizado 52% dos fragmentos de materia organica, quando a sua populac;iio era apenas 

de 10 clamid6sporos/g de so lo. Opiniao que coincide com a de ZENTMYER & 

MIRCETICH (1966), que em condi~5es de elevada humidade, pr6ximo das condic;:6es de 

satura«ao, verificaram que P. cinnamomi colonizava elevada percentagem de fragmentos 

de matt~ria orgiinica. 

MARKS et af. (1975), no entanto, consideram-no como um parasita com 

sobrevivencia saprofftica, uma vez que sobrevive nos tecidos que ja tinha colonizado 

quando 0 hospedeiro estava vivo e SCHMITTHENER (1970) refere que nenhum grupo de 

Phytophrhora e capaz de colonizar tecidos ja invadidos por outros microrganismos. 
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MARKS et al. (1975). no en tanto. consideram-no como urn parasita com 

sobrevivencia saprofftica. uma vez que sobrevive nos tecidos que ja tinha colonizado 

quando 0 hospedeiro estava vivo e SCHMITIHENER (1970) refere que nenhum grupo de 

Phytophthora e capaz de colonizar tecidos ja invadidos por outros microrganismos. 

ZENTMYER (1980). na sua tao conhecida monografia sobre P. cinnamomi. 

atribui-lhe reduzida capacidade de competi<;ao saprofitica. 

Para alem da coloniza<;ao saprofitica. manifestando maior ou menor capacidade 

de competi<;ao saprofftica em fun<;ao das condi90es ambientais. P. cinnamomi sobrevive 

ainda, infectando outros hospedeiros e formando estruturas de resistencia, nomeadamente 

os clamidosporos e os oosporos. Estas estruturas de resistencia que possuem dormencia 

constitutiva ou irnposta por condi~oes exteriores. constilUem uma reserva de inoculo. que 

se man tern no solo por prolongados perfodos de tempo. 

3.4.6.2 - Sobrevivencia nos tecidos do hospedeiro 

A sobrevivencia nos tecidos do hospedeiro depende primariamente da humidade. 

SHEA et al. (1980). isolaram P. cinllamomi de raizes de Ballksia gralldis. dois anos 

depois da sua morte. Concluiram que 0 sistema radicular e os tecidos do caule e do colo 

das plantas seriam locais de reserva de grande quantidade de inoculo que se encontraria 

mais protegido das condi90es adversas do meio e por isso aumentaria as hipoteses de 

sobrevivencia. WESTE (1987). verificou tambem. que 0 fungo se mantem nas raizes mais 

finas. mas 0 tempo de sobrevivencia depende das condi90es de humidade em que os 

tecidos se encontram. 

Este tipo de sobrevivencia saprofitica. ou seja. a coloniza9ao dos tecidos 

atacados quando 0 hospedeiro estava vivo. possibilita ao fungo urn desenvolvirnento com 

alguma vantagem em rela<;ao aos outros microrganismos do solo. devido a maior 

afinidade com 0 substrata e porque inicialmente se encontra liberto da competi9ao de 

outros organismos. 

3.4.6.3 - Sobrevivencia na ausencia do hospedeiro 

3.4.6.3.1 - Clamid6sporos 

Os clamidosporos em cultura axenica s6 se conhecem em P. cinnamomi. 

representando nesta especie a estrulUra vegetativa de sobrevivencia mais importante no 

solo. 

HWANG & Ko (1978) verificaram que os propagulos dominantes em pomares 

de abacateiro eram os clamidosporos livres. encontrando-se embebidos na materia 
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organica nos solos florestais de Metrosideros collina. Verificararn ainda que, em solo 

humido, 0 numero de clamid6sporos detectados pelo metodo da cliluic,:ao de solo em meio 

selectivo climinuia ao longo do tempo ate desaparecer ao fim de urn ano. Em conclic,:6es de 

saturac,:ao de solo 0 perfodo de detecc,:ao de clamid6sporos e substancialmente reduzido 

nao indo alem de tres meses. 

Os clamid6sporos formam-se no solo ou nos tecidos infectados durante os 

perfodos de menor humidade. Podem adquirir urn estado de dormencia imposta au 

germinar directamente por meio de tubos germinativos dando origem a micelio que 

posteriormente dara origem a esporangios au novos clamid6sporos. Este cicio podera 

manter-se durante cinco anos, desde que existam condic,:6es nutritivas adequadas e a 

populac,:ao microbian a nao seja muito competitiva (WES1E, 1987). 

Ainda segundo este au tor, os clamid6sporos nao podem ser considerados como 

esporos de resistencia que estaticamente sobrevivem no solo, mas sim como uma 

populac,:ao que se transforma noutro tipo de propagulos ou mesmo em mais 

clamid6sporos, possibilitando assim urn aumento enorme da populac,:ao de propagulos no 

solo. 

3.4.6.3.2 - 06sporos 

P. cinnamomi e P. cambivora sao especies heterotaIicas, com hifas Al e A2 

(GALINDO & ZENTMYER, 1964), formando-se os 06sporos - orgaos de reprodu<;:ao 

sexuada - por conjugac,:ao de micelio compatfvel ou por pareamento com culturas 

interespecificas. P. cinnamomi, predominantemente A2 forma 06sporos por parearnento 

com P. cryptogea ; P. cambivora por parearnento com P. parasitica. 

Em determinadas conclic,:6es, P. cinnamomi comporta-se como homotaIica, au 

seja, tern a capacidade de formar esporos sexuados. Esta situac,:ao esta associada a 

estfmulos qufmicos, produzidos par extractos de raiz de abacateiro ou devido a presenc,:a 

de Trichodenna viride (ZENTMYER, 1980). 

Os 06sporos sao considerados constitutivamente dormentes e a sua germinaqao 

esta dependente de conclic,:6es muito especfficas. Porque podem germinar depois de 

cliferentes perfodos de dormencia, constituirao uma reserva de in6culo que se mantem no 

solo por perfodos de tempo muito longos. 

3.4.6.3.3 - Z06sporos e zo6sporos enquistados 

Os z06sporos sao geralmente considerados como estruturas pouco resistentes as 

conclic,:6es adversas e por essa razao possuem urn perfodo de sobrevivencia relativarnente 

curto. 
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Hw ANG & Ko (1978) determinaram urn periodo de sobrevivencia de tres 

semanas para os zoosporos de P. cinnamomi, mas estes esporos assexuados, por terem a 

capacidade de infectar outros hospedeiros, sem que estes evidenciem sintomas, poderao 

aumentar 0 periodo de sobrevivencia do fungo no solo. 

Os zoosporos enquistados parecem ter urn comportarnento no solo semelhante 

ao dos clamidosporos (WESTE, 1987), mas com urn periodo de sobrevivencia mais 

reduzido. 

3.4.7 - Estrategias de sobrevivencia 

Urn patogenio que pela via saprofftica se mantem no solo, na ausencia dos seus 

hospedeiros, possui em rela<;:ao aos organismos biotroficos vantagens considenlveis. 

P. cinnamomi com uma fase parasitica e uma fase saprofitica, com urn elevado 

numero de hospedeiros, capaz de se multiplicar rapidamente de fonna assexuada na 

ausencia de hospedeiros e que em determinadas condi<;:6es de temperatura e humidade 

consegue competir com outros organismos na coloniza<;:ao de materia organic a, ten! a 

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

Para alem destes atributos, P. cinnamomi possui ainda, 0 que WESTE (1987), 

denominou "fail-safe device", trata-se dum processo de sobrevivencia e adapta<;:ao 

relacionado com a capacidade dos propagulos germinarem de fonna diferente e de se 

transfonnarem noutro tipo de propagulos em fun<;:ao das condi<;:6es arnbientais. 

Os esporangios podem germinar directamente por meio de tuba germinativo ou 

indirectarnente por fonna<;:ao de zoosporos, que depois de libertos se podem movimentar 

para locais mais favoniveis ao seu desenvolvimento. 

Os zoosporos enquistarn e 0 tubo genninativo pode penetrar na raiz ou pode 

produzir urn micro-esporangio, do qual emerge novo zoospor~. 

Os clamidosporos, por outro lado, genninam produzindo micelio e mais 

clamidosporos, ou germinam, dando origem a esporangios e zoosporos. A prodll<;:ao de 

urn esporangio por urn clarnidosporo constituira urn processo eficiente para prolongar 0 

periodo de sobrevivencia e encontrar hospedeiros. 

o tipo de germina<;ao e desenvolvimento posterior dos propagulos depende das 

condi<;6es exteriores, constituindo assim urn extraordinano processo de evolu<;ao que 

contribuiu decisivarnente para 0 seu sucesso como patogenio. Alguns destes processos 

alternativos de germina<;:ao dos clamidosporos e dos esporangios, podem ser observados 

na Fig 3 (A, B e C). Todas as estruturas foram obtidas em condi<;6es laboratoriais e 

observararn-se urn mes depois de se terem fonnado em extractos de terra esterilizados ou 

na solu<;:ao de Petri. 
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Fig. 3 - Processos aIternativos de germina<;fio dos clamid6sporos e esporiingios de 
Phytophthora cinnarnorni. A - Gennina<;ao de um clamid6sporo pela emissao de hifas genninativas 
(x 400). B - Germina<;1io de um clamid6sporo dando origem a um microdamid6sporo (x 400). 
C - Gennina,ao directa de um esporiingio de Phytophthora cillllanwmi (x 400). 
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Esquematieamente, e com base nos processos deseritos pel os diferentes autores, 

representa-se na Fig. 4 ° cicio infeceioso de P. cillllamomi. Apesar de complexo, podeni 

ainda nao considerar todas as hip6teses altemativas de germina~ao e desenvolvimento dos 

propagulos. 

A doen~a da rinta do castanheiro rem caracrensrieas semelhantes as doen~as 

provocadas por P. cillllGmomi no abacateiro e no euealipto noutros climas medirerranieos 

designadamente na Calif6rnia (EUA) e Sudoeste da Austnilia. Este facto leva-nos a 

considerar 0 cicio infeceioso de P. cillllGmomi em eastanheiro semelhante ao indicado no 

esquema da Fig. 4, apresentando, igualmente neste hospedeiro, elevada capacidade de 

sobrevivencia e adapta<;:iio as condi<;:6es ambientais que the permitem uma ac<;:iio 

parasitaria eficiente, persistente e sistematica. 
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Fig. 4 - Prevave! cicio infeccioso de Phytophthora cillllamomi. 
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3.5 - Epidemiologia. Algumas considerac;6es em Phytophthora 

3.5.1 - Desenvolvimento epidemico 

Muitas doen<;:as radiculares cuasadas por especles de P hytophthora, 

nomeadamente P. parasitica (Dast) var. nicotianae (KANNWISCHER & MITCHEL, 1978), 

P. parasitica (NEHER & DUNIWAY, 1991) e P. capsicum (RISTAINO, 1991), estao 

epidemiologicamente englobadas nas doen<;:as de ciclos mUltiplos por terem mais de urn 

cicIo infeccioso durante 0 desenvolvimento anual de uma cultura. 

P. cinnamomi, por possuir a capacidade de produzir elevado numero de 

z06sporos num perfodo de tempo muito curto, capaz de produzir varios tipos de esporos 

assexuados ao longo do seu cicIo de vida e com a capacidade de alterar a evolu<;:ao do 

processo germinativo em fun<;:iio das condi<;:6es ambientais, tern a capacidade intrfnseca 

de, rapidamente, aumentar 0 numero de propagulos no solo se as condi<;:6es Ihe sao 

favoraveis. 

o modelo matematico que representa a evolu<;:ao deste tipo de doen<;:as expressa­

-se pela f6rmula, 

xt = xo erl (1) 

que de uma forma simplificada traduz as complexas interac<;:6es dos factores, que 

determinam a evolu<;:ao de urna doen<;:a de tipo policiclico, sendo: 

xt - quantitativo da doenc;a no tempo t 

xo - quantitativo inicial de doen<;:a (no tempo t = 0) 

e - base dos logaritmos naturais 

r - taxa exponencial do aumento da doenc;a 

t - intervalo de tempo durante 0 qual hospedeiro e agente palOgenico imeractuam 

Porque os agentes patogenicos de tipo policfclico produzem in6cula efectivo 

para a infecc;ao de novos tecidos ou de outras plantas hospedeiras durante 0 perfodo de 

desenvolvimento epidemico, V AN DER PLANK (1963), denominou as doenc;as que lhe 

estao associadas de "compound interest diseases", devido a semelhanc;a com os juros 

compostos nos investimemos de capital. 

3.5.2 - Determinac;ao dos parametros do modelo 

Para estudar 0 desenvolvimento epidemico destas doen<;:as e necessario 

determinar os parametros do modelo: xo erda equac;ao (1). A transformaqao logit que 
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se obtem substituindo a propor~ao da doen~a (X) por In [X/(l-X)] pennite obter uma 

recta de equa~ao: 

(
X) Xo lIZ I-X = I-Xo +rt 

cujo declive e r, definido por V AN DER PLANK (1963) como taxa aparente de infec~ao 

(Fig.S). 
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Fig. 5 - Representa<;i1o grMica da progressao das doen<;as de lipo policiclico (- ) e 

Irnnsfornna<;ao logil da propor<;iiD de doenp (--- ), ao longo do lempo (MACKENZIE el al .. 1987). 

A taxa aparente de infec~ao (r) traduz a rapidez do avan~o epidemico ao longo 

do tempo, podendo ser utilizada para comparar 0 efeito de vanas estrategias de luta , 

conhecer a agressividade do parasita e a resistencia do hospedeiro num detenninado 

ambiente. A este prop6sito, e sempre que 0 objectivo esteja para alem do mere ciilcuio do 

valor de r, convem ter presente as limita~6es do metodo comparativo confonne e 
discutido por FULTON (1979). 

MACKENZIE el al. (1987) consideram 0 processo epidemiol6gico de 

P. cillllamomi no abacateiro diffcil de classificar, por nao existirem dados que pennitam 

determinar analiticamente a natureza epidemiol6gica desta doen~a. Incluiram-na, no 

entanto, com base no processo de dispersao e desenvolvimento da doen~a, nus doen~as 

de tipo policfclico. 

A doen~a da tinta do castanheiro e epidemiologicamente semelhante ao declinio 

do abacateiro, com uma dispersao associada ao movimento da aguu de drenagem do solo 

e possivelmente iniciar-se-a, como ZENTMYER (1980) tambem refere no abacateiro, 

atraves de material vegetal infectado. Raz6es pelas quais poden! ser incluida no mesmo 

tipo de desenvolvirnento epidemico. 

Nos viveiros de castanheiro a progressiio da doen~a da tinta e muito mais nipida, 

estando directamente associada as condi~6es ambientais mais favoraveis ao 
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desenvolvimento destes parasitas e a proximidade das plantas que proporcionam maior 

possibilidade de contacto entre 0 in6culo e as rafzes do hospedeiro. 

3.5.3 - Diniimica populacional dos agentes patogenicos 
policiclicos 

Nos agentes patogenicos policiclicos a quantidade do inoculo depende do 

numero de gera«oes - ciclos de patogenese, que ocorrem durante 0 desenvolvimento 

anual do hospedeiro. 0 perfodo de tempo necessario para que novo ciclo de patogenese 

ocorra depende, no entanto, da popula«ao hospedeira e das condi«oes ambientais. 0 

perfodo de latencia - espa«o de tempo entre a infec«ao e a produ~ao de inoculo - sera 

tanto mais curto quanto mais favoraveis forem essas condi«oes e mais susceptivel for 0 

hospedeiro. Porque estes factores sao tao determinantes no desenvolvirnento do parasita, 

FRY (1982) refere que, em condi~oes especialmente desfavoraveis, agentes patogenicos 

policiclicos podem ter apenas uma gera~ao no cicio anual do hospedeiro. 

o aumento de uma popula~ao de patogenios de tipo policfclico ao longo do 

tempo e representada por FRy (1982) como 0 indicado na (Fig.6), onde A, Bee 

representam a quanti:fica~ao do in6culo ao longo dos diferentes ciclos de patogenese: 

A - popula~ao de patogenio avaliada apenas uma vez em cada gera~ao 

B - popula~ao de pato genio avaliada varias vezes ao long a de uma gera<;iio 

C - popula~ao de patogenio avaliada continuamente, devido a sobreposi~ao de 

gera~oes. 

(e) 

CB) 

CAl 

Tempo 

Fig. 6 - Diniunica populacional de urn agente patogenico do tipo policfclico (FRY. 1982). 

Se 0 agente patogenico sobrevive durante muito tempo au se a doen<;a se 

desenvolve ao longo de varios anos, como acontece em algumas doen~as das plantas 

perenes, 0 inocula aumenta de ana para ano. 0 parasita, apresenta entaa, consideranda 
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varios anos urn desenvolvimento de tipo exponencial independentemente do seu 

desenvolvimento durante 0 cicIo anual da cultura. ZADOKS & SCHEIN (1979) 

denominaram estes agentes patogenicos como "Polyetic pathogens", podendo a evolu~ao 

populacional ser observada na Fig. 6 (A), se no eixo das abcissas 0 tempo for 

considerado em anos e nao em numero de gera~6es anuais. 

3.5.4 - Principais factores ambientais de patogenese em 

P. cinnamomi 

Na bibliografia da especialidade nao existem dados que possibilitem uma anaIise 

epidemiologica das doen~as provocadas por P. cillilamomi. No entanto, sao 

frequentemente analisados os facto res de patogenese. Os estudos publicados sobre 0 

efeito das condi~6es ambientais no desenvolvimento das doen~as provocadas por 

P. cillilamomi sao muitos e variados, pelo que os factores aqui abordados apenas tern 

como objectivo caracterizar as condi~6es ambientais determinantes do desenvolvimento 

epidemico. 

3.5.4.1 - Humidade do solo 

o excesso de agua no solo e considerado factor principal no desenvolvimento 

das doen~as provocadas por P. cillilamomi, aparecendo referenciado em praticamente 

todas as situa~6es epidemicas originadas por este agente fitopatogenico. A importiincia 

deste factor esm bern documentada pelo facto de ter sido considerado como a causa 

responsavel pela morte das arvores, quando ainda nao se conhecia a etiologia da doen<;a. 

A agua desempenha urn papel primordial na biologia do fungo. E necessaria a 

presen~a de agua livre para a forma~ao dos esporangios e para a liberta<;:ao e dispersao 

dos zoosporos (ZENTMYER, 1981). 

Por outro lado, 0 excesso de agua no solo aetua directa e indirectamente no 

hospedeiro e na interac~ao hospedeiro/parasita. As condi<;:6es de anaerobiose existentes 

nestes solos provocam no hospedeiro uma maior exsuda<;:ao radicular, prolifera<;ao de 

raizes secundarias, altera<;6es nos processos fisiol6gieos de lenhifica<;:ao e suberiza<;ao e 

ainda altera<;:6es nos mecanismos de defesa da planta. Estes processos contribuem para 0 

enfraquecimento do hospedeiro, criando eondi<;:6es de predisposi<;:ao Ii doen<;:a, tanto mais 

que nesta situa<;:ao os agentes patogenicos sao favorecidos pelas condi~6es ambientais. 

Os exsudados radieulares promovem a germina~ao dos propagulos de 

sobrevivencia e a presen<;:a de agua faz com que 0 fungo, rapidamente, produza grande 

quantidade de z06sporos que mais facilmente sao atraidos para as rafzes pelos processos 
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de quimiotaxia e quimiotropismos. 0 processo de infecc;:ao ficara, desta forma, mais 

facilitado devido ao enfraquecimento geral da planta. 

3.5.4.2 - Temperatura 

P. cinnamomi e directamente influenciada pel a temperatura do solo, existindo 

uma ligac;:ao estreita entre 0 crescimento do micelio e a produc;:ao de esporangios com a 

temperatura e com 0 desenvolvimento da doenc;:a. 

o efeito da temperatura na patogenese e geralmente indicada em termos gerais, 

aparecendo as temperaturas moderadas como as que mais favorecem a infecc;:iio. 

ZENTMYER (1981) verificou que em abacateiro a infecc;:ao de P. cinnamomi ocorria dos 

15 aos 27"C, situando-se 0 optimo acima dos 21 °C, nao ocorrendo infecc;:iio, no en tan to, 

se a temperatura do solo era mantida a 33°C. 

Estes valores indicam, segundo 0 au tor referido, que os perfodos mais 

favoraveis para a infecc;:iio nas condic;:6es da California, ocorrem no fim da Primavera -

infcio do Verao e no Outono quando as temperaturas sao suficientemente elevadas. Este 

mesmo autor refere ainda que as temperaturas maxima e minima podem variar com 0 

hospedeiro considerado e WESTE (1987) refere que, devido it interacc;:ao com outros 

factores de patogenese, os valores da temperatura tern apenas urn valor relativo e nao 

absoluto. 

3.5.5 - ReJac;iio entre densidade de inoculo e incidencia da doenc;:a 

em Phytophthora 

A interelac;:ao entre inoculo e desenvolvimento de doenc;:a, inoculo potencial, nao 

e urn tema pacffico entre os fitopatologistas que estudam as doenc;:as radiculares. 

Este conceito nem sempre teve 0 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 inoculo e incidencia da doenc;:a 

origin ada por agentes patogenicos do solo. Este tema [oi analisado com algum pormenor 

por FERRAZ (1990). 

Nas doenc;:as provocadas por P. cinllamomi as condic;:6es ambientais que 

promovem 0 desenvolvimento epidemico aparecem, na bibliografia, directamente 

associadas ao efeito desses factores no agente patogenico. No entanto, nao sao frequentes 

os estudos que relacionem a densidade de inoculo com a incidencia ou severidade da 

doenc;:a. 

Os primeiros dados quantitativos foram determinadas por HENDRIX & 

KUHLAMAN (1965) utilizando 0 metoda da diluic;:ao de solo em meio de Kerr modificado. 
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Com este metodo obtiveram 1-30 propagulos/g de solo, quando a incidencia da doen~a 

em viveiros de Abies jraseri era elevada. Outros processos de quantifica<;ao, como a 

utiliza<;ao do fnclice de densidade populacional de TSAO (1960) foram tambem utilizados 

por MAKS et af. (1972), que obtiveram valores mais elevados nos locais de forte 

incidencia de"clieback" no eucalipto. 

Valores deste tipo nao podem, no entanto, ser relacionados com os valores de 

in6culo inicial que determinam a progressao epidemica da doen<;a por serem avaliados 

numa fase acliantada do desenvolvimento da doen<;a. 

Para avaliar 0 efeito do in6culo inicial no desenvolvimento epidemico das 

doen<;as provocadas por P hytophthora spp. do solo realizaram-se, mais recentemente, 

estudos em concli<;6es ambientais definidas, que permitiram quantificar, de fo rma mais 

precisa, esta rela<;ao. 

STERNE et af. (1977) estudaram por este processo 0 efeito do potencial de marriz 

(\jfm) no desenvolvimento da doen<;a provocada por P. cillnamomi em Persea indica. 

Inocularam 0 solo com quantidades conhecidas de clamid6sporos, fragmentos de micelio 

ou raizes infectadas. Obtiveram percentagens de infec<;ao significativamente cliferentes 

para os cliferentes \jfm testados (0; -0,1; -2,5 bar), mas muito semelhantes para os vanos 

tipos de in6culo quando 0 \jfm apresentava 0 mesmo valor. Verificaram ainda que a 

inocula<;ao com 4 ou 16 fragmentos de micelio/g de solo seco nao alterava a percentagem 

fmal de abacateiros afectados pel a doen<;a. 

A rela<;ao entre densidade de in6culo e incidencia de doen<;a aparece referida na 

bibliografia noutras interac<;6es hospedeiro/Phytophthora para avaliar ourros faclOres 

determinantes do processo epidemico. RlSTAINO (1991) estudou 0 efeito das condi<;6es 

culturais no desenvolvimento da doen<;a provoeada por P. capsici em Capsicum allnum 

tendo verificado que densidades de in6culo inferiores a I propagulo/g de solo seco eram 

suficientes para 0 desenvolvimento epidemico da doen<;a, sendo a incidencia final da 

doen<;a independente da densidade de in6culo inicial. Ja na i nterac<;ao 

P. parasiticalLycopersicoll escufenlUm a ineidencia da doen<;a aparece com um valor 

directamente proporcional 11 densidade de in6culo inieial (NEHER & DUNNIW A Y, 1991). 

Estes autores obtiveram urn desenvolvimento epidemico mais nipido e maior incidencia 

final da doen~a quando a quantidade de in6culo inieial era mais elevada. 

KANNwISCHER & MITCHELL (1978) obtiveram severa infec<;ao em plan laS de 

tabaco, com 93 a 100% de mortalidade quando a densidade de inoculo de P. parasilica 

(Dast.) var. nicotiana era apenas 0,5 propagulos/g de solo seeo, tendo verificado que 0 

fungieida metal axil, para este nfvel de in6culo, evitava 0 desenvolvimenlO da doen<;a 

quando se aplicavam SOmg de metalaxiVg de solo seeo. 

A resisteneia do hospedeiro pode tamhem ser avaliada utilizando esta rela<;ao 

pois permite quantifiear, de forma mais rigorosa, a quantidade de in6culo utilizada em 

39 



cada planta. E, no entanto, necessario determinar previamente a densidade de in6culo que 

permite avaliar a resistencia, ou seja, a densidade de in6culo que nao origina, no 

hospedeiro considerado, 100% ou 0% de infecgao como 0 indicado nas interacgiies 

P. cinnamomilPinus por FRAEDRICH et al., (1989) e em P. megasperma var soja/ soja 

por EYE et al. (1978). 

A densidade de in6cula inicial e utilizada em alguns modelos de previsao da 

severidade da doenga, nomeadamente em doengas do solo causadas por agente 

patogenicos monociclicos ou policiclicos com um numero reduzido de ciclos de 

patogenese. Atraves destes modelos a quantifica~ao do inoculo antes da plantaqao pennite 

avaliar 0 risco para a cultura a instaJar e as medidas de luta que devem ser implementadas 

para reduzir esse risco. 

No caso de Phytophthora spp. do solo a aplicaqao destes modelos est! ainda 

longe de ser utilizada em situa~iies pniticas. Porque nao existem dados quantitativos que 

pennitam clarificar 0 processo epidemiologico e os factores que 0 detenninam e porque 

os metodos de isolamento e quantifica~ao nao sao suficientemente sensiveis para detectar 

nfveis muito baixos de inoculo no solo. Acrescenta-se, ainda, 0 facto da distribui~ao 

espacial dos propagulos no solo nao ser bem conhecida, 0 que dificulta a realiza~ao de 

amostragens estatisticamente adequadas. 

3.5.6 - Utiliza<;ao dos modelos matematicos na avalia<;ao das 

diferentes estrategias de luta 

A aplica~ao dos modelos matemiticos nos estudos epidemiologicos alem de 

pennitir identificar a natureza global do processo infeccioso e dos facto res que 0 

detenninam, pennite ainda avaJiar 0 efeito das diferentes estrategias de luta utilizadas para 

impedir 0 desenvolvimento epidemica da daen~a. 

FR Y (1982) utilizou a madela expanencial da daen~a, propasto por V AN DER 

PLANK em 1963, para avaliar a efeito no desenvolvimento epidemico quando 

hipotetican1ente alterava a quantidade de inoculo inicial (Xo) e a taxa aparente de infecqao 

(r). Concluiu que, nas doenqa com nipido crescimento exponencial, so a redu~ao da taxa 

aparente de infec~ao impedia 0 avan~o da doen~a, tendo, nesta siruaqao, a diminuiqao do 

inoculo inicial um efeito reduzido. Mas se a taxa aparente de infecqao e baixa ou 

moderada (r .$' 0,2), a reduqao do inoculo inicial pode, de fonna adequada, suprimir a 

doen~a. 

Nas doen~as provocadas por agentes patogenicos do solo com comportamento 

de tipo policiclico os estudos que utilizam este tipo de amilise sao em numero muito 

reduzido. A taxa aparente de infec~ao (r) e apenas referida para ainterac~ao P. parasitica 

(Dast.) var. nicotiana INicotiana tabacllIn, apresentando um valor de r = 0,08 a 
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D,ll/unidades/dia, nas condi<;:6es descritas por KANNAWISCHER & MITCHELL (1978), 

quando avaliaram 0 efeito da aplica<;:ao do metalaxil no desenvolvimento da doen<;:a. No 

entanto, referem que a analise por eles realizada deve ser vista como uma tentativa de 

interpreta<;:ao, atraves da transforma<;:ao logit dos dados, que e aceite para este tipo de 

doen<;:as. 

o efeito do in6culo secundario disperso pela agua e pelo solo infectado nao foi 

quantitativamente avaliado em nenhuma situa<;:ao epidemica provocada por Phytophthora 

spp. do solo, 0 que possivelmente esm relacionado com a dificuldade em identificar 0 tipo 

de propagulos envolvidos no processo infeccioso utilizando as tecnicas de isolamento 

actualmente disponiveis. SHEA & BROADBENT (1987) referem mesmo a necessidade de 

se desenvolverem mais estudos na area da epidemiologia das Phytophthora spp. do solo, 

para elucidar as interac<;:6es que se estabelecem entre 0 hospedeiro e 0 agente patogenico 

ao longo do tempo. S6 assim, segundo estes autores, os meios de luta a implementar 

limitarao eficientemente a evolu<;:ao da doen<;:a. 

3.6 - Meios de iuta 

Os meios de luta utilizados contra Phytophthora spp. que atacam as raizes sao 

muitos e diversificados, podendo incidir directamente na popula<;:ao patogenica existente 

no solo ou visar directamente 0 hospedeiro ja afectado pela doen<;:a. 

Para reduzir 0 in6culo inicial podem realizar-se tratamentos ao solo atraves de 

processos quimicos, biol6gicos ou culturais e utilizar material de propaga<;:ao isento 

destes agentes patogenicos. A taxa aparente de infec<;:ao sera reduzida pela utiliza<;:ao de 

plantas resistentes e pela aplica<;:ao de fungicidas que condicionam 0 desenvolvimento da 

doen<;:a. 

Os agentes patogenicos que causam a doen<;:a da tinta do castanheiro provocam 

uma situa<;:ao epidemic a de dificil solu<;:ao. E esta realidade teni de ser encarada tanto do 

ponto de vista sanitario como econ6mico, porque sao fungos que se desenvolvem num 

hospedeiro que ocupa 0 terreno durante urn longo periodo de tempo e que tern a 

capacidade de sobreviver no solo quase indefinidamente, tanto pela via saprofftica como 

pela infec<;:ao de outros hospedeiros. 

As medidas de protec<;:ao a implementar no combate a esta doen<;:a nao devem ser 

encaradas como meros processos alternativos de luta, mas como processos 

complementares de defesa, cujo objectivo final e a protec<;:ao da cultura durante 0 

prolongado periodo de tempo que ocupa 0 solo. 

o desenvolvimento de uma filosofia de Protec<;:ao Integrada para a doen<;:a da 

tinta do castanheiro podera conduzir it solU9ao deste grave problema sanitario, que desde 

o seu aparecimento conduziu it degrada<;:ao e morte dos soutos. 
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Os mesmos princfpios devem ser implementados logo nos vIveIros de 

castanheiro para evitar a propaga~ao da doen~a para areas cada vez maiores, atraves da 

utiliza~ao de material vegetativo infectado. 

As caracterfsticas biol6gicas e epidemiol6gicas dos agentes patogemcos, 

envolvidos na doen~a da tima, imp5em 0 recurso a utiliza~ao de meios de protec~ao que 

integrem, de forma adequada, os meios de luta culturais, biol6gicos, geneticos e 

qufrnicos. 

3.6.1 - Meios de luta a implementar nos viveiros 

As medidas sanitanas e de quaremena sao geralmente consideradas inadequadas 

para prevenir as doen~as provocadas por Phytophrhora 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 0 

valor destas medidas foi sub-estirnado, devendo ser irnplementadas mesmo nas areas 

onde a doenc;a se encontra presente, para evitar a dispersao generalizada destes parasitas. 

A produ~ao de material de propagac;ao, obtido por semente ou por multiplica~ao 

vegetativa, isento de in6culo de P. cambivora e/ou P. cinnamomi, e assim urn requisito 

basico para a protec~ao do castanheiro em rela~ao a doen~a da tinta. Infelizmente, tao f:lcil 

e valido requisito quase nao tern expressao 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 tecnicas utilizadas nos viveiros de castanheiros incluem pelos processos 

classic os, a estratificayao da semente em silos a sementeira das castanhas que tenham 

emitido radiculas vigorosas e sas no seminano e repicagem para 0 plant6rio depois de urn 

ano de crescimento. Quando da instalayao dos povoamentos e aconselhado, pela 

generalidade dos autores, utilizar plantas com 2 a 4 anos de idade. 

MAlA (1988) verificou que a utilizayao de plantas com 2 anos de crescimento no 

seminano, sem repicagem, proporcionava maior produtividade (acrescimo de volume ou 

peso) do que a utilizayao de plantas com apenas 1 ano de cresci mento, embora 0 numero 

de falhas no pegamento fosse semelhante para as duas modalidades ensaiadas. 

As tecnicas classicas de produ~ao de plantas de castanheiro exigem a aplica<;:ao de 

medidas sanitirias que impeyam a contaminayao do solo com Phyrophrhora cillilamomi 

nas diferentes fases de produc;:ao de plantas, como alias acontece noutros hospedeiros 

tambem atacados por este fungo fitopatogenico. COFFEY (1987) prop5e, para a 

muItiplicac;:ao do abacateiro, 0 tratamento das sementes com agua quente a 48-50°C 

durante 30 minutos, utiliza~ao de substratos esterilizados pelo calor ou por fumiga~ao e 
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utiliza~ao de solos com boa capacidade de drenagem para que 0 risco de encharcamento 

seja minimo. Alem disso, considera que os locais de multiplica~ao devem ser vedados, 

para restringir 0 acesso, providenciando-se para que 0 cal~ado seja limpo e desinfectado 

antes de entrar na zona dos viveiros. 

Na multiplica~ao clonal, processo actualmente mais utilizado nesta especie, 0 

mesmo autor refere a necessidade de se fazerem tratamentos qufmicos ao solo do 

plant6rio com produtos quimicos, devendo ainda realizar-se periodicamente testes de 

detec~ao de P. cinnamomi, tanto nas plantas como nos solos e substratos utilizados no 

processo de propaga~ao. 

FERNANDES (1966) aconselha para 0 tratamento de viveiros de castanheiros 

infectados com a doen~a da tinta a aplica~ao de sulfato de cobre a 2-4%, alem do arranque 

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

TELHADA (1988) citando outros autores, refere que, quando num semimirio 

aparecem pliintulas mal desenvolvidas que revelem sintomas de ataque de P hylophlhora 

spp. e aconselhavel destruir a totalidade das plantas e nao tentar aproveitar as que se 

encontrem aparentemente sas. 

Se as medidas sanitarias que impedem a dispersao do in6culo nos viveiros 

podem ser facilmente implementadas, a obten~ao de solos isentos de propagulos do 

agente patogenico e mais probleITIi:ltica, porque os metodos de desinfesta~ao do solo 

apresentam algumas limita~oes. 

Para obter plantas de castanheiro isemas de P. cinnamomi e P. cambivora nas 

condi~oes prevalecentes nos viveiros em Portugal, seria conveniente introduzir as 

medidas sani tanas basicas para impedir a dispersao do in6culo, nomeadameme a 

desinfecqao peri6dica do equip amen to agricola utilizado nos viveiros e a desinfecqao do 

cal~ado e rodas dos vefculos que tern acesso a essa zonas. Para alem destas medidas 

elementares seria ainda aconselhavel a desinfecqao das sementes utilizadas na 

multiplicaqao e a adop~ao de substratos esterilizados no processo de estratifica~ao das 

sementes. 

No seminano e no plantorio devem realizar-se desinfestaqoes periodicas do solo, 

para evitar a instalaqao e multiplicaqao dos parasitas responsaveis pela doenqa da tinta e 

todos os solos e substratos utili zados na propagaqao clonal do castanheiro devem ser 

desinfectados. 

Na desinfestaqao do solo, processo fundamental para a obtenqao de plan tas 
isentas de propagulos, colocam-se algumas dificuldades de reali zaqao pnitica, apesar de 

muitos metodos alternativos poderem ser aplicados. ZENTMYER (1980) refere que os 

fumigantes Vapan, DD, Telone e brometo de metilo eliminam ou reduzem drasticamente a 

popula~ao de P. cinnamomi, quando usados em doses elevadas e em solo onde 0 

fumigante se expande sem dificuldade. 
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Os efeitos adversos deste tipo de tratamento do solo sao, desde ha muito tempo, 

conhecidos. Conduzem com frequencia ao aparecimento de outras doen<;:as (devido a 
destrui<;:ao dos antagonistas) ao fen6meno do vacuo biol6gico que possibilita uma 

reinfesta<;:ao mais severa do solo e a altera<;:6es qufmicas e nutricionais que se manifestam 

nos fen6menos de fitotoxicidade. 

o tratamento do solo, como refere BAKER (1970), e mais do que simplesmente 

matar organismos. Deve promover 0 equilibria microbiol6gico do solo que mais favore<;:a 

e defenda as plantas dos agentes patogenicos. A utiliza<;:ao de meios de luta menos 

dnisticos, e de facto a via de desenvolvirnento a seguir nos processos de tratarnento do 

solo, sendo a tecnica da solariza<;:ao, quando eficaz, 0 meio de luta recomendado tanto do 

ponto de vista econ6rnico como ecol6gico. 

3.6.1.1 - Solariza<;ao do solo 

A solariza<;:ao e urn metodo de desinfesta<;:ao do solo utilizado com sucesso como 

meio de luta contra agentes patogenicos do solo e infestantes. Consiste na aplica<;:ao de 

urn filme de polietileno transparente de reduzida espessura, em solos previamente 

humedecidos e durante as epocas de maior insola<;:ao. 

o aumento da temperatura do solo e as altera<;:6es de natureza qufrnica, ffsica e 

biol6gica que af ocorrem sao os factores considerados responsaveis pela elirnina<;:iio ou 

enfraquecimento dos agentes patogenicos. 

A eleva<;:ao da temperatura do solo, conseguido atraves da tecnica da solariza~iio, 

depende das suas caracterfsticas ffsicas, das condiq6es climaticas, da dura<;:ao da 

exposi<;:ao aradia<;:ao solar e da humidade do solo (DEVAY & KATAN, 1991). 

o declfnio das popula<;:6es microbianas varia com a temperatura e com 0 tempo 

de exposi<;:ao, parametros que se relacionam de forma inversa (KATAN, 1981). 

Para os fungos mesofilicos, a temperatura de 3TC, sao necessarias 2 a 4 

seman as de exposi<;:ao para eliminar 90% dos propagulos (LD90), enquanto a 4TC 

apenas e necessario urn perfodo de 1 a 6 horas (PuLLMAN et ai., 1981). Os fungos mais 

sensfveis a eleva<;:ao da temperatura, onde P. cinllamomi se inclui, ficam inactivados a 

temperaturas ainda mais baixas. 

BARBER CHECK & BROEMBSEN (1986), verificaram que os clarnid6sporos de 

P cillnamomi, eram inactivados quando tratados a 38T durante 30 minutos, sendo 

apenas necessarios 10 minutos quando expostos a 44T. Apesar destes fen6menos nao 

OCorrerem de forma tao linear no solo, estes autores verificaram que a solarizaqao durante 

urn perfodo de 6 semanas erradicava P. cillllamomi de tecidos artificialrnente infectados e 

enterrados a 5, 15 e 30cm de profundidade. A sobrevivencia do fungo foi de 9% quando 

o perfodo de solariza<;:ao foi de 3 semanas. Verificaram ainda que em solo nao solarizado 
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tamt>em ocorria diminui~ao de in6culo e de fonna mais acentuada nos solos que atingiram 

niveis de humidade mais baixos. 

Nas condi~6es referidas por estes autores, as temperaturas maximas 11 

profundidade de 5, 15 e 30cm e com filme de polietileno de 50llm de espessura foram 

respectivamente de SI,S7'C, 46,09' C e 41,1S' C. Com filme de polietileno de 150llm de 

espessura a 10 e 30cm de profundidade, as temperaturas maximas foram de 47,78 ' C e 

3S,78'C. Apesar do filme de polietileno de maior espessura ser menos eficiente na 

transmissao de calor, apresentou, neste estudo, a vantagem de se manter intacto durante a 

dura~ao do ensaio, enquanto que 0 de menor espessura se degradou e foi necessario fazer 

a sua substitui~ao ao fim de 3 semanas. 

Ensaios realizados em Bragan~a utilizando a tecnica de solariza~ao do solo, 

obtiveram como temperaturas maximas a 15 e 30cm de profundidade, 3S,l'C e 33,S'C, 

respectivamente (A. CESAR, com. pessoal, 1992),0 que indica que a temperatura nao 

sera factor limitante da utiliza~ao da solariza~ao na desinfesta~ao dos solos de viveiros de 

castanheiro em Tras-os-Montes. 

A eficacia deste metodo de desinfesta~ao do solo pode ainda ser aumentada, 

utili zan do dois filmes de polietileno ou combinando 0 me to do com a aplica~ao 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 caracterislicas biol6gicas e epidemio16gicas dos agentes 

responsaveis pela doen~a da lima, P. cambivora e P. cinllamomi , e as carac teristicas 

biol6gicas e culturais do hospedeiro que aqui nos interessa, 0 castanheiro, exigem a 

adop~ao de medidas culturais que proporcionem a protec~ao da cultura durante 0 se ll 

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 protec9ao superior 11 

que se obteria pela aplica~ao isolada de cada urn dos meios de protec~ao. 

A defesa do castanheiro, em rela~ao it doen~a da tima, com base nos principios 

da Protec~iio Imegrada, deve assentar nos quatro principios fundamentai s q lie COFFEY 

(19S7) tambem considerou para 0 abacateiro: 

- higiene e medidas sanitarias; 

- utiliza9ao de porta enxertos resistentes; 

- utiliza9ao de fungicidas; 

- meios de luta biol6gicos e culturais. 

As quest6es que se colocam em rela9ao as medidas sanitarias foram ja analisadas 

para a situa~ao dos viveiros de castanheiro, pelo que apenas se referem, como medidas 
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sanitarias a implementar nos soutos, 0 arranque das plantas mortas pel a doen~a e 

fumiga~ao ou aplica~ao de fungicidas nesse solo, para impedir a dispersao da doen~a pela 

agua ou movimenta~6es de terra. 

A utiliza~ao de porta enxertos resistentes a doen~a da tinta, que em termos 

epidemiol6gicos conduz a redu~ao da taxa aparente de infecc;:ao (r), sensll V AN DER 

PLANK (1963), e urn meio de luta que conjugado com outros meios de defesa podera 

proporcionar uma estrategia de protec~ao de longo prazo contra esta doen~a. 

A resistencia do castanheiro a doen~a da tinta sera abordada em capitulo pr6prio, 

ramo pela qual apenas se refere aqui a sua irnportfu1cia enquanto meio de luta. 

3.6.2.1 - Utiliza<;ao de fungicidas 

Em Portugal a luta quimica contra a doenc;:a da tinta iniciou-se em 1945, com 0 

uso de sais de cobre pouco ionizaveis pelo designado metodo de "URQUIJO". Este 

metodo, segundo a descric;:ao de FERNANDES (1947), tern as seguintes fases: 

- descalce da arvore are cerca de 50cm de profundidade; 

- limpeza perfeita das raizes com escovas de ararne de a~o para retirar a terra 

aderente; 

lavagem do colo e raizes expostas e aplica~ao de urn aderente; 

aplica~ao de urn produto cuprico de forma a constituir-se uma camada 

uniforme de p6 em volta da base do tronco e das raizes. 

Pelo metoda de "URQUIJO" trataram-se em Portugal 85 935 castanheiros ate 

1954. Destes, 48 199 foram tratados preventivamente e 37 736 com 0 objectivo de curar 

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

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

percentagem de individuos que nao reagiram favoravelmente ao tratamento fai 

respectivamente de 1 e 5%, pelo que podemos considerar born 0 metoda seguido". 

Em rela~ao a este metodo 0 mesmo autor, em 1953, considerava que se devia 

continuar a utilizar, enquanto nao existissem autros metodos mais expeditas e 

econ6micos e nao existissem plantas resistentes em numero suficiente para distribuir 

pelas regi6es infectadas. Considerava ainda "existir cena vantagem em a recomendar nos 

paises onde a maa-de-obra nao for cara e onde ainda nao exista a Endothia parasitica 

(MUff.) And. & And."(FERNANDES, 1953). 

A "campanha" do tratarnento do castanheiro inseriu-se no programa de defesa 

dos SOUlOS ja instalados, fazendo parte do plano geral de defesa do castanheiro que 

VIEIRA DA NATlVIDADE, em 1944, propos e expressou no relat6rio "Bases para urn 

Plano de Reconstituic;:ao Valoriza~ao e Defesa dos SOUlOS Portugueses", que mereceu 0 
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apoio das instiincias governamentais da epoca. devido it progressiio assustadora da 

doen<;:a. 

As substiincias activas. que entretanto surgiram no mercado. selectivas para os 

Perollosporales (Quadro 5). por serem sistemicas. constituem novas vias de defesa das 

plantas contra as Phytophthora spp. que causam doen<;as radiculares. 

Quadro 5 - Grupo quimico e respectivas substancias activas selectivas para os Perollo;porales. 

Grupo quimico Substfrncia activa 

carbamatos protiocarbe 
hidrocloreto de propamocarbe 

acilalaninas furalaxil 
metalax.il 
milfurame 
benalaxil 

organometAlicos de aluminio fosetil de Al 

o metalaxil e 0 fosetil de AI mostraram ser eficientes para combater 0 declinio do 

abacateiro. doen<;a provocada por P. cinllamomi. 0 metalaxil esta mesmo homologado 

para esta doenqa na Calif6rnia desde 1983 (COFFEY. 1987). 

o mesmo autor refere que 0 fosetil de Al apresenta menor eficacia quando 

aplicado ao solo. mas com boa eficiencia quando utilizado em aplica<;6es foliares. Para a 

Calif6rnia e recomendado urn tratamento do solo na altura da planta<;iio seguido de 4 

tratamentos foliares com 60 dias de intervalo. Este produto e tambem eficiente por 

injec<;iio de tronco. tendo DAVAS et al. (1984) verificado que pela aplicaqiio de 20ml de 

uma soluqiio com 7 a 10% de fosetil de Al se conseguia uma eficacia equivalente ou 

superior. i\ obtida pelas pulverizaq5es foliares. Neste caso sao necessarias duas 

aplicaq5es por ano. 

Estudos de avalia<;ao da eficacia do metalaxil e fosetil de Al ap licados ao so lo 

para combater P. cilillamomi em castanheiro. foram tambem iniciados pel a Direcqiio 

Regional de Agricultura de Tnis-os-Montes (DRA TM). Os resultados preliminares 

indicam resultados interessantes (MANTAS & SOUSA. 1991). que. a concretizarem-se em 

avalia<;5es futuras poderiio levar it homologa<;iio destes produtos fitofarmaceuticos para 

esta situaqiio fitossanitiria. 

3.6.2.2 - Meios de luta biologicos e culturais 

Os agentes patogenicos que se desenvolvem no solo estiio intimamente 

associ ados a urn conjunto numeroso de outros organismos. com os quais estabelecem 

situaqOes de equillbrio diniimico complexas. 
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As condiqi5es que promovem 0 desenvolvimento de antagonistas e impedem 0 

desenvolvimento dos parasitas podem ser obtidas atraves de processos naturais - solos 

supressivos - pela adiqao de antagonistas ou pela modificaqao das condiqi5es ambientais. 

3.6.2.2.1 - Solos supressivos 

Os solos supressivos caracterizam-se pela ausencia ou pelo nao desenvolvimento 

de determinada doenqa, mesmo nas situa~i5es em que 0 agente patogenico e 0 

hospedeiro susceptivel se encontram presentes. A supressividade, observada desde 0 

inicio do seculo, e, segundo HUBER & SCHNEIDER (1989), urn termo geral que engloba 

a fungistasis, a capacidade da cornpetiqao saprofitica e outras interacqi5es 

hospedeiro/parasita. 

A existencia de solos supressivos para P. cillllamomi e referenciada pela 

primeira vez por BROADBENT & BAKER (1974), na cultura do abacateiro. 

A supressividade dos solos, em condiqi5es naturais, esta associada a uma grande 

diversidade de mecanismos e os seu conhecimento resulta das diferentes perspectivas de 

analise. 

Resultados obtidos por MALAJCZUK el al. (1977) levaram estes autores a 

conciuir que as propriedades do solo actuam indirectamente na supressividade do so lo ao 

proporcionarem 0 desenvolvimento de uma microflora mais antagonista para 

P. cillllamomi, sugerindo ser este 0 mecanisme envolvido na supressividade. 

MURRA Y (1987) verificou, par outro lado, que a populaqao de fungos na 

rizosfera de Ballksia gralldis e significativamente superior a de EucalypllIs margillata e 

Acacia pulchefla, existindo maior numero de bacterias e actinomicetas em A. plilchella 

(especies menos susceptiveis a P. cillllamomi) e tambem maior mimero de antagonisms. 

Os autores concluiram que a rizosfera da acacia criara condiqi5es desfavoniveis ao 

desenvolvimento de P. cillllamomi, ao contrario do que se verifica na rizosfera de 

B. gralldis ou E. margillala. 

o mecanismo pelo qual P. cinnamomi nao se desenvolve em determinada 

rizosfera esta associado, segundo os mesl110s autores, a men or capacidade de produqao 

de esporiingios e tambem a supressiio da libertaqao dos zo6sporos. 

A constataqao da existencia na regiao de Braganqa de zonas delirnitadas 

geograficamente onde a doenqa da tinta nao se manifesta, observaqao que tecnicos e 

agricultores da regiao confirmararn, sugeriu-nos urn estudo, a nivel regional , das 

condiqi5es edificas das zonas afectadas e nao afectadas pela doenc;:a da tinta. 

Os resultados, apresentados no Quadro 6, evidenciaram diferenc;:as ao nivel do 

complexo de troca cati6nica e na relaqao carbono/azoto (C/N). 
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Os solos onde a doen~a da tinta era evidente (local 1) apresentaram os men ores 

valores de Ca e Mg de troea, da Soma de Bases e da percentagem de Bases na 

Capaeidade de Troca Cati6nica Efectiva. Por outro lado, apresentaram os maiores valores 

de alumfnio de troea e da sua pereentagem na CTC efeetiva (FIGUEIREOO et al., 1991). 

Quadro 6 - Propriedades quirnicas dos solos afectados (loeal I) e nao afectados (Ioeais 2 e 3) 
pela doen,a da tinta na regiilo de Bragan,a (FIGUEIREDO el al .• 1991). 

Local I Local 2 Local 3 

Camada(crn) 0-5 20-25 0 - 5 20 - 250-5 20 - 25 

RazaoC/N 14,3 16,0 10,9 12.7 10.0 11,4 

Cornplexo de troea (crnol (+) kg-I) 

Bases Ca 0,67 0.40 1,31 0.49 1,48 0.78 

Mg 0,24 0,12 0,47 0,18 0,59 0,39 

K 0,09 0,06 0,34 0,19 0,33 0.21 

Na 0,06 0,04 0,04 0.04 0.06 0.04 

Soma (S) 1,06 0,62 2,16 0,90 2.46 1,35 

Acidez de trOCa 1,79 2,30 1,29 1.98 1,38 2.39 

Alurninio de troea 1,37 1,87 1,05 1.45 1,0 I 1.47 

CTC efecuva(a) 2,85 2,92 3.45 2,88 3.84 3.74 

S/CTC efect. (5) 37.2 21.2 62,6 31 ,3 64 ,1 36.1 

AI troea(CTC efect. (%) 48 ,1 64,0 30.4 50,3 26.3 39.3 

(a) eTC efecuva - Capacidade de troca cati6nica efectiva (5 + Acidez de troca) 

o valor da razao C/N e tambem mais elevado nos soutos com doenc;a, siruando­

-se e ultrapassando mesmo 0 limiar 15 refereneiado por COSTA (1985), 0 que sugere 

concli~6es menos favoniveis para a aetividade mierobiana. 

Posterionnente a este trabalho preliminar, novas indica~6es sobre posslveis 

fen6menos de supressividade pareeem corroborar estes resultados. E, por exemplo, a 

situa~ao observada em Carrazedo de Montenegro e Espinhoso que evideneiam cliferen~as 

no conteudo em materia organica, bases de troca e azoto total entre os solos permissivos e 

supressivos (ABREU et al., 1993). 

Os solos que evidenciaram supressividade a P. cillnamomi na Austrlilia, 

refereneiados por MALAJCZUK (1987), apresentavam niveis mais elevados de argila, 
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maior teor em materia orgiinica, maior capacidade de troca cationica, e elevado Ca++ e 

Mg++ de troca, caracteristicas que em parte se verificam nos solos que nao evidenciam 

doen<;:a por nos estudados. 

Apesar de nao se conhecerem os mecanismos atraves dos quais os solos sao 

supressivos, a supressividade do solo e utilizada, na pnitica, pelos agricultores quando 

decidem 0 local da instala<;:ao dos soutos e que se evidencia nas expressoes 

frequentemente utilizadas do castanheiro "vai bern" ou "vai mal" em determinado local. 

3.6.2.2.2 - Introdu~ao de antagonistas no solo 

A introdu<;:ao de antagonistas no solo com 0 objectivo de impedir 0 

desenvolvimento do parasita e uma meio de luta bio16gico muito estudado para combater 

fungos do solo. 

a s antagonistas sao geralmente seleccionados em condi<;:oes laboratoriais ou em 

situa<;:oes onde a doen<;:a foi suprimida atraves de tratamentos do solo pouco dnisticos, 

como por exemplo a solariza~ao. 

as organismos antagonistas para P. cillllamomi indicados por MALAJCZUK 

(1987), referindo vanos autores, estiio indicados na Quadro 7. 

Quadro 7 - Micrarganismos antagonistas para P. cillnamomi e mecanismos envolvidos 

Organismos Antagonistas 

especies 

Bacterias e actinomicetas 

Bacillus 

Fungos 

Pseudomonas fluorescentes 

Streptomyces 

S. griseoloalbus 

Dactylella spermarophaga 

Trichoderma har:iallum 

T. viride 

Mecanismos referenciados 

Produ,ao de antibi6licos 

Lise do micelio 

Colapso dos esponingios 

Produ,ao de antibi6licos 

Parasitismo das hifas e dos oosporas 

Lise das hifas por produ,ao de anlibi6ticos 

Lise das hifas por produ,ao de antibi6ticos 

e parasitismo dos hifas 

Ainda segundo 0 mesmo autor os actinomicetas produzem antibi6ticos ill vilro 

contra muitas especies de Phylophthora, sendo mesmo os microrganismos presentes em 

maior numero nos solos supressivos. MALAJCZUK (1987) considera que a acc,:ao destes 

organismos se exercera nas estruturas de sobrevivencia, dado que sao dominantes em 

solos com menor percentagem de humidade. Ja para as bact6rias antagonistas, a actua~ao 
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ocorre atraves da produr,:ao de antibioticos e pelo efeito de lise que provocam nas hifas e 

ainda pela inibir,:ao da diferenciar,:ao dos zoosporos. Os fungos antagonistas , 

nomeadamente Trichoderma spp., actuarn no crescirnento de Phytophthora devido a 
produr,:ao de substiincias vol<iteis a que segue vacuolizac;:ao do conteudo da celula que 

eventualmente resulta em lise das extremidades da hifas, podendo ainda ocorrer 

micoparasitismo das estruturas da resistencia. 

A utilizac;:ao pnitica, pela adic;:ao destes antagonistas ao so lo nao se tern 

desenvolvido rnuito como meio de luta em P. cinllamomi, aparecendo como mais 

promissor a utilizac;:ao das micorrizas. 

3.6.2.2.3 - ~icorrizas 

MARTINS (1991), citando outros autores , refere que 0 castanheiro, a 
semelhanr,:a da maioria de especies florestais, apresenta as rafzes ectomicorrizadas em 

condic;:6es naturais, situando-se estas rruzes na zona superficial do solo (5-20cm) e em 

redor do tronco das mores adultas, num circulo de aproximadamente I-2m de raio. 

A lista dos fungos micorrfzicos do castanheiro, realizada com base na ocorrencia 

de carpoforos em soutos e castinc;:ais, e 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 importancia relativa das associar,:6es 

micorrfzicas em castanheiro nao tern side constatadas ill vitro senao para urn grupo muito 

reduzido de fungos, entre os quais Hebeloma cylindrosporum , Lyphllum decastes e 

Tuber melallosporum. 

Os rnecanismos arraves dos quais as micorrizas protegem as plantas dos ataques 

de P. cillllamomi sao, segundo MALAJCZUK (1987), devidos a urn ou 11 combinac;:ao dos 

seguintes facto res: 

- Alterac;:ao dos ex sud ados radiculares, com a consequente reduc;:ao dos 

fenomenos de quimiotaxis e diminuic;:ao dos es tfmulos que promovem a 

gerrninac;:ao dos clamicliosporos e zoosporos; 

Produc;:ao por parte dos fungos micorrfzicos de antibiotic os que inibem 0 

crescimento micelial dos fungos parasitas; 

Formac;:ao de uma barreira ffsica, na forma de manto fungico , que impede 0 

estabelecirnento do patogenio; 

- Desenvolvimento de uma populac;:ao microbian a, na rizosfera, antagonista de 

P. cillllamomi . 
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Apesar das dificuldades em fazer crescer, ill vitro, os fungos e em criar 

condi<;oes para a associa9ao simbi6tica dos fungos micorrlzicos em castanheiro, os 

resultados obtidos nesta area, nomeadamente por MARTINS (1991), que micorrizou 

plantas de castanheiro micropropagadas, com Pisolithus tillctorius , tOffiam promissor a 

utiliza9iio pnitica deste meio de luta biol6gico no combate a doen9a da tinta do 

castanheiro. No entanto, e ainda necessario testar a adapta<;ao das plantas as condi90es 

naturais. 

3.6.2.2.4 - Altera<;iio das condic;6es ambientais 

Muitas tecnicas culturais podem ser utilizadas para alterar as condi90es 

ambientais do solo que promovem 0 desenvolvimento da doen9a. Entre estas referem-se a 

adi<;ao de materia orgilnica e a realiza9ao de mobiliza90es adequadas para promover a 

drenagem do solo tanto a superffcie como em profundidade. 

A instala9ao da cultura e, desta forma, uma fase crftica que deve ser ponderada 

tanto do ponto de vista do local de instala9ao como das tecnicas a utilizar. 

BERGOUGNOUX et al. (1978) referem como mais aconselhavel a ripagem do terreno, 

quando 0 solo esta seco, para que 0 efeito seja duradoiro, e nao instalar esta cultura se 

aparecer uma camada impermeavel a pouca profundidade, dado que mesmo a sub­

solagem nao impedira a asfIxia radicular em anos muito hdmidos. 

ABREU (1992) considera como factores que mais contribuem para a 

predisposi9ao do castanheiro a doen9a da tinta, as lavouras profundas realizadas com 

maquinas agrfcolas pesadas que dilaceram as rafzes, lev am a compacta9ao do solo e a 
asfIxia radicular, e ainda 0 abandono da pratica da incorpora9ao de materia orgii.nica nesta 

cultura. 

A adi<;ao de materia organica aos solos pode ser encarada como urn meio de luta 

biol6gico, estando os elevados teores em materia organic a frequentemente associados a 

supressividade da doen9a provocada por P. cillllamomi. 0 mecanismo pelo qual a materia 

organic a contribui para a redu9ao da doen9a aparece associada it supressao do agente 

patogenico devido it aC9ao dos microrganismos antagonistas, que causam a lise do 

micelio e a produ9ao de esporiingios anormais (NESBITT et al. 1979). Na Australia esta 

tecnica e utilizada na cultura do abacateiro (MALAJCZUK, 1987). Os elevados teores de 

materia orgilnica sao mantidos na cultura pela sidera9ao de uma mistura de leguminosas e 

gramineas a que se adiciona estrume de aves e calcario dolomftico para favorecer a 

decomposi<;ao da materia orgilnica. 
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IV - MECANISMOS DE RESISTENCIA E MELHORAMENTO DO 

CASTANHEIRO EM RELA<;:AO A DOEN<;:A DA TINTA. 

4.1 - Introduc;iio 

o estudo dos mecanismos de resistencia das plantas a Phytophthora lmClaram­

se com a interac<;ao Phytophthora infeslans/batateira. UMAERUS et al. (1987), citando 

outros autores, referem que, alem dos estudos hoje conhecidos como de Resistencia 

Horizontal, 0 cruzamento de Solanum tuberosum com Solanum demisum foi tambem 

utilizado na procura de resistencia em 1849 por SALAMAN e WILSON, embora nessa 

epoca nao se tivessem obtido resultados pniticos. 

A resistencia das plantas as doen<;as foi inicialmente explicada pel a existencia de 

substiincias t6xicas para os agentes patogenicos (ELLlNGBOE, 1981). Este conceito de 

resistencia altera-se radicalmente depois dos trabalhos de FLOR (1942) que, analisando 

de forma sistematica, a hereditariedade da resistencia e da susceptibilidade do hospedeiro 

(Unum usitatissimum) e a hereditariedade da avirulencia e virulencia do fungo 

(Melampsora iiI/i), estabeleceu que os hospedeiros e os parasitas possuem sistemas 

geneticos complementares. 

Recentemente KEEN (1990), analisando a complementaridade gene-a-gene nas 

interac<;6es hospedeiro-parasita, considera que as estrategias de defesa das plantas em 

rela<;ao aos agentes patogenicos sao muito similares as utilizadas pelos vertebrados, na 

medida em que os mecanismos de defesa s6 sao activados depois do processo infeccioso 

se ter iniciado. Alem disso 0 reconhecimento dos patogenios nos dois sistemas de defesa 

apresenta, tambem, caracterfsticas comuns. Nos vertebrados antigenes especfficos 

reconhecem os patogenios e nas plantas ocorre 0 reconhecimento de moleculas 

provenientes da actividade dos agentes patogenicos, que KEEN (197 S) denominou como 

"elicitores". 

Os genes de resistencia que funcionam segundo 0 sistema gene-a-gene sao 

frequentemente denominados como "genes maiores" por determinarem efeitos de flicil 

identifica<;ao, geralmente do tipo resistente versus suscepuve!. 

A facilidade em reconhecer e manipular os "genes maiores" detenninou a sua 

utiliza<;ao em muitos programas de melhoramento das plantas as doen<;as. A utiliza<;iio 

desta estrategia de melhoramento vegetal, com a consequente obten<;ao de plantas com 

elevados nfveis de resistencia, evidenciou que era facilmente superada, se novas ra<;as do 

patogenio se desenvolviam, sendo enta~ necessario incorporar nov os genes de resistencia 

no hospedeiro para manter essas variedades viaveis. 
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Esta situa~ao veio chamar a aten~ao para outro ripo de resistencia, que embora 

sendo diffcil de usar nos programas de melhoramento, por ser determinada por urn 

elevado numero de genes, cada urn deles com urn pequeno efeito diffcil de identificar, 

possui a vantagem de nao ser restri ta para ra~as particulares do patogenio, ou seja, e 

efectiva para todos os individuos dessa especie. Este tipo de resistencia e, por vezes, 

designada por Resistencia Horizontal. 

Para alem dos mecanismos activos de defesa, RODRIGUES (1980) refere que as 

plantas devem possuir tambem, mecanismos gerais de defesa que lhes permitam 

manterem-se sas, em presen~a de elevado numero de potenciais agentes patogenicos. 

Ainda segundo este au tor, os factores a que se tern atribufdo papel relevante na 

resistencia das plantas as doen~as podem agrupar-se em barreiras morfol6gicas (ffsicas) e 

barreiras qufmicas. Neste ultimo caso a resistencia e devida a compostos inibit6rios 

existentes na superficie ou dentro dos tecidos do hospedeiro, podendo ser considerados 

constitutivos ou induzidos, conforme sao ja operacionais antes da infec~ao ou resultam da 

interac~ao hospedeiro/parasita. 

A nao manifesta~ao da doen~a quando estao presentes hospedeiros susceptfveis, 

agentes patogenicos virulentos e as condi~oes sao favoraveis ao desenvolvimento da 

doen9a, foi denominada por AGRIOS (1988) como Resistencia Aparente e por 

PARLEVLIET & ZADOKS (1977) como "escape resistance". 

A Resistencia Aparente ocorre devido a mecanismos de fuga il doen9a que se 

relacionam directamente com as condi90es ambientais, mas dependem tambem de 

caracteristicas intrfnsecas do hospedeiro e do agente patogenico. Assim, factores que 

afectam a sobrevivencia, 0 processo de infec~ao, a multiplica9ao e di ssernina9ao dos 

parasitas, assirn como as caracteristicas fisil6gicas das cultivares, constituem mecanismos 

pelos quais as plantas nao contraem doen9a. A fuga a doen9a e uma caracteristica que 

pode ser implementada para evitar a sua progressao e dispersao. 

Este tipo de resistencia e a Resistencia Horizontal tern, segundo AGRIOS (1988). 

uma area comum muito vasta, na medida em que uma caracterfstica fisiol6gica de fuga it 

doen9a pede ser encarada como resistencia de tipo horizontal do hospedeiro. 

A resistencia das plantas as doen9as e uma area de investiga9ao interdisciplinar, 

que por ser tao polifacetada pode ser considerada segundo diferentes perspectivas. Por 

essa raziio, expoem-se alguns dos mecanismos de resistencia das plantas aos ataques de 

P. cillllamomi e a metodologia utilizada no melhoran1ento do castanheiro em rela9ao a 

doen9a da tinta. 
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4.2 - Resistencia Horizontal 

Todas as plantas possuem urn certo nivel de resistencia nao especffica que se 

manifesta, em grau variavel, nos diferentes individuos e e efectiva para todos os 

individuos da especie patogenica. Sem entrar na enorme e controversa discus sao que se 

gerou a volta do verdadeiro sentido dado por V AN DER PLANK (1963) ao conceito de 

Resistencia Horizontal (RH), e que tern na versao de NELSON (1978) 0 local privilegiado 

de discussao, podem considerar-se como sin6nimos de RH a resistencia designada por: 

Resistencia Geral, Resistencia Quantitativa, Resistencia de Campo e Resistencia nao 

Especifica. 

A RH e determinada por elevado numero de genes, e efectiva para todos os 

individuos da especie patogenica, mantem-se durante prolongados periodos de tempo e 

manifesta-se de forma diferente nas diferentes condi~6es ambientais. 

KEEN & YOSHIKAWA (1987) incluem nos mecanismos que conferem RH, as 

caracterfsticas estruturais do hospedeiro, substancias quimicas pre-formadas, indu~ao de 

barreiras estruturais, reac~6es de hipersensibilidade e as fitoalexinas. 

A diversidade de mecanismos envolvidos neste tipo de resistencia, faz com que a 

avalia~ao da expressao do RH seja complexa e se manifeste de forma diferente em 

diferentes fases do ciclo infeccioso. UMAERUS et al. (1987) consideram que os metodos 

utilizados para avaliar a RH tern como principal objectivo, separar a resistencia em 

componentes efectivas nas diferentes fases do ciclo infeccioso, ou seja, na fase de pre­

-infec~ao, coloniza~ao e reprodu~ao do agente patogenico. 

Estas componentes podem ainda ser subdivididas em sub-fases, em experiencias 

mais precisas, podendo considerar-se a RH como urn processo mais ou menos efectivo 

de bloqueamento do processo infeccioso, que podera ocorrer em diferentes fases e em 

diferentes combina~6es hospedeiro/parasita. 

PARLE VLIET (1979) considera que, nas doen~as provocadas por agentes 

patogenicos de tipo policfclico, a severidade da doen~a (area de tecido infectado) resulta 

do efeito cumulativo de muitos factores ou componentes. 

A resistencia que reduz a taxa aparente de infec~ao, (r) sensu V AN DER PLANK, 

pode ser dividida em resistencia a infec~ao, resistencia a coloniza~ao e resistencia a 
reprodu~ao do agente patogenico. Cada tipo de resistencia pode ainda ser subdividida em 

diferentes componentes, pennitindo uma quantifica~ao mais precisa do desenvolvimento 

do patogenio no hospedeiro. 

Ainda segundo este alltor quando num gen6tipo se avaliam diferentes 

componentes da resistencia, muitas vezes variam de forma associada umas com as outras. 

A RH esta geralmente associada a baixas frequencias de infec~ao, prolongados periodos 
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de latencia, reduzida produ9ao de esporos e a perfodos favoraveis para a ocorrencia de 

infec9ao de dura9ao limitada. 

A divisao do processo de resistencia em diferentes componentes permite 

sistematizar as observa90es e quantificar essas componentes possibilitando, assim, uma 

an:ilise mais precisa dos mecanismos envolvidos, embora por vezes seja diffcil separa-Ios 

rigorosamente, porque os processos biologic os estfio, frequentemente, interligados. 

4.3 - Mecanismos que Conferem Resistencia a P. cinnamomi 

4.3.1 - Mecanismos de fuga a doen~a 

Os mecanismos que contribuem para a redu9ao da taxa de desenvolvimento 

epidemico integram os mecanismos de fuga a doen9a e os mecanismos de resistencia, 

considerando-se resistencia como a capacidade do hospedeiro em retardar 0 crescimento 

e/ou 0 desenvolvirnento do agente patogenico. 

o processo infeccioso de P. cillllamomi inicia-se com 0 contacto do inoculo 

com as rafzes do hospedeiro, processo que e mediado por urn estfmulo qufmico. 

ERB et al. (1987) estudaram 0 processo infeccioso de P. cillllamomi em mirtilo 

(Vacinium spp.) e verificaram que as cultivares mais resistentes atrafam menor numero 

de zoosporos, mecanisme que consideraram responsavel pela resistencia evidenciada por 

estas cultivares. 

Os zoosporos de P. cinnamomi sao pass ivamente transponados pela agua de 

drenagem do solo, mas possuem tambem processos activos de movimenta9ao, 

deslocando-se por meio de flagelos. A dispersao dos z06sporos sera essencialmente urn 

fen6meno de transpone passivo, desempenhando os fenomenos de quimiotaxia urn papel 

importante junto do hospedeiro e 0 quirniotropismo urn papel imponante na penetra9ao do 

hospedeiro. 

A quantidade de exsudados radiculares varia com 0 hospedeiro considerado 

(MALAJCZUK & MCCOMB, 1977, ZENTMYER, 1980, MURRAY, 1987, ERB er al. , 1987 , 

FRAEDRICH er al., 1989), mas varia tambem com as condi90es fisiol6gicas do 

hospedeiro e com as condi90es ambientais. Os fen6menos de quimiotaxia e 

quimiotropismo foram ja analisados quando se avaliou 0 processo de patogenese em 

P. cinllamomi, podendo ser encarados como processos de fuga a doen9a se se 

promoverem as condi90es que diminuem a produ9ao de exsudados radiculares por parte 

das raizes. 

No en tanto, a dificuldade em separar os efeitos devidos ao hospedeiro e devido 

as condi90es ambientais tornam este tipo de estudos diffceis de utilizar na avalia9ao e 

quantifica9ao da resistencia. 
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4.3.2 - Mecanismos de resistencia 

4.3.2.1 - Resistencia a infec~ao 

A progressao da doenc;:a sera mais nip ida se 0 parasita se desenvolver facilmente 

noS tecidos do hospedeiro do que se esse desenvolvimento for lirnitado a pequenas areas 

junto do local de infecc;:ao. Neste ultimo caso 0 desenvolvimento da doenc;:a depende do 

efeito cumulativo de elevado numero de pontos de infecc;:ao que, por sua vez, dependem 

dos factores que influenciam a produc;:ao de in6culo na rizosfera. 

A evidencia de que a colonizac;:ao dos tecidos pelo fungo pudesse representar urn 

papel importante na resistencia a P. cinnamomi surgiu inicialmente de constatac;:6es em 

varios dos seus hospedeiros. 0 desenvolvimento epidemico de P. cinnamomi em 

eucalipto e pinheiro (SHEA & BROADBENT, 1987) e ainda em castanheiro (GRENTE, 

1978), caracteriza-se por apresentar perfodos com elevada mortalidade seguidos de outros 

perfodos em que apenas se evidencia ligeiro declinio, com algumas mortes esponidicas. 

Estes auto res atribuem este fen6meno ao facto destas espt!cies terem urn sistema radicular 

muito desenvolvido e nao dependem das rafzes superficiais para a absorc;:ao de agua, 

razao pela qual concluem que a morte das arvores estani associada it invasao dos tecidos 

secundarios das rafzes principais e do caule. 

Em castanheiro a resposta individual da arvore a tinta e muito diferente podendo 

ocorrer a morte da arvore no mesmo ano em que a doenc;:a se manifesta ou demorar varios 

anos ate que isso acontec;:a. Este facto e facilmente observado em condic;:6es nanlrais e por 

vezes no mesmo souto, facto possivelmente associado a esta componente da resistencia, 

ou seja, resistencia it colonizac;:iio dos tecidos secundarios. 

Em eucalipto esta perspectiva da progressao de doenc;:a e relativamente recente e 

s6 se concretizou quando MARKS, em 1981, verificou que P. cinnamomi alem das rafzes 

mais fin as tam bern atacava os tecidos secundarios da raiz e do caule (TIPPETI et al. 

1985). 

Esta componente da resistencia e indicada por varios autores em diferentes 

interacC;:6es hospedeiro/P. cillnamomi: ERB et al., (1987) em Vaccinium ashei Reade; 

TIPPETI et al., (1985), SHEARER et al., (1987) em Eucalyptlls spp. ; McCREDIE er al. , 

(1985), SHEARER et al. , (1987) em Ballksia 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 secundarios do hospedeiro 

possibilita uma maior variedade de mecanismos de defesa do que se 0 desenvolvimento 

se processasse apenas nos tecidos primarios (TIPPETI et al., 1985). 
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Os mecanismos de defesa, referidos na bibliografia como limitadores da 

progressao de infec<;ao, sao os mais variados, podendo de uma forma geral ser divididos 

em dois grandes grupos: 

- mecanismos de defesa fisicos 

- mecanismos de defesa bioqufmicos. 

4.3.2.1.1 - Mecanismos de defesa fisicos 

As altera<;6es anat6micas e histol6gicas que ocorrem nas rafzes e caules 

infectados, constituem uma barreira fisica 11 invasao dos tecidos por P. cinnamomi. 

PHILLIPS et al. (1987) verificaram este fen6meno em rafzes de "Duke 7", porta-enxeno 

de abacateiro (Persea americana Mill.), considerado moderadamente resistente a 

P. cinnamomi. 

As maiores altera<;6es localizavam-se no limite da zona colonizada, ocorrendo 

prodw;ao de periderme de cicauiza<;ao no cortex e isolamento dos feixes fIoemicos 

infectados atraves de conjuntos de celulas formadas pel a divisao periclinal da parede 

celular. 

A forma<;ao da periderme de cicauiza<;ao e considerada como urn processo de 

defesa nao especffico em rela<;ao a mone das celulas vizinhas e serve para proteger as 

tecidos vivos dos efeitos adversos, associados a morte dessas celulas. 

o isolamento dos feixes fIoemicos envolve a prolifera<;ao de celulas e a 

acumula<;ao de substancias amorfas, luminescentes e castanho amareladas, dentro das 

celulas da parede celular enos espa<;os intercelulares. Em "Duke 7" essa substancia foi 

identificada como sendo suberina Adicionalmente, estes autores observararn ainda, a 

forma<;ao de tiloses nos vasos xih~micos que podem evitar, em cena medida, a progressao 

das hifas nestes tecidos. Concluem ainda, que estes mecanismos de resistencia nao 

afectarn de forma definitiva a viabilidade do fungo parasita, mas podem impedir 0 seu 

avan<;o, sendo provavel que nos fen6menos de resistencia actuem em paralelo 

mecanismos bioqufmicos. 

TIPPETT et al. (1983) tinham ja verificado estas altera<;6es anat6micas nos 

tecidos do caule e das rafzes de eucalipto, tendo inclufdo nos mecanismos de resistencia 

nao especfficos a forma<;ao de periderme de cicatriza<;ao, "necrophylatic periderm" 

(segundo a terminologia de MULLICK & JENSEN (1973) que estes autores adoptaram) a 

oclusao dos vasos com calose e forma<;ao de "Kino veins". 

Em eucalipto, alem da periderme de cicauiza<;ao "necrophylactic periderm" 

forma-se ainda "exophylactic periderm" que e urn tecido mais organizado situado entre as 

celulas suberizadas da "necrophylactic periderm" e as celulas suberizadas do felema que 

ficam lenhificadas e de parede mais espessa (TIPPETT et al., 1983). 
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As barreiras ffsicas induzidas pela ac~ao do agente patogenico, sao considerados 

como uma componente da resistencia a P. cinnamomi. Este mecanisme ser ia 

complementado com mecanismos de tipo bioqufmico, como os que sao indicados como 

hip6tese por alguns investigadores. 

TIPPEIT et al. (1985) referem que a susceptibilidade em Eucalyptus marginata 

Smith. Garrah, segundo a designa~ao local) estaria associada a incapacidade do 

hospedeiro para deter 0 crescirnento do fungo a partir de les6es que inicialmente 0 tinham 

confinado. Poderia estar ainda associ ada 11 capacidade do fungo produzir clarnid6sporos 

nos tecidos do hospedeiro. Consideram tambem que os composlOs fen6licos 

desempenham possivelmente urn papel importante na manifesta~iio de resistencia em 

algumas especies de eucalipto. 

SHEARER et al. (1987), por outro lado, auibuem a varia~ao de crescimento 

micelial nos tecidos do hospedeiro, as diferentes condi~iies nutritivas que os fungos 

encontrariam nas especies vegetais ou clones. 

4.3.2.1.2 - Mecanismos de defesa bioquimicos 

Muitos produtos do metabolismo secundano das plantas possuem propriedades 

antibi6ticas e sao considerados mecanismos de defesa contra os agentes patogenicos 

(GOITSTEIN & GROSS, 1992). 

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

compostos pre-formados, ou seja, constiruintes end6genos das plantas; 

composlOs de produs:iio induzida pela acs:ao dos agentes patogenicos, por 

ferida, ou por condis:iies ambientais desfavoniveis - as fitoalexinas. 

Dentro dos compostos induzidos, de baLXO peso molecular, incluem-se os fen6is 

que aparecem de forma generalizada nas plantas lenhosas. 

Os fen6is induzem a lenhificas:iio da parede celular e apresentam caracteristicas 

anti-microbianas, desempenhando por isso urn papel importante na manifesta~ao dos 

fen6menos de resistencia. 

As feridas, as condi~6es de "stress" e os ataque dos agentes patogenicos, 

causam altera~iies muilO acentuadas no conteudo dos compostos fen6licos junto das 

zonas agredidas das plantas. Em muitos casos e, no entanto, diffcil determinar com 

precisao quando urn destes compostos e urn composlO constitutivo que se acumulou no 

local de agressao ou quando e urn composto produzido de novo, ou seja, uma fitoalexina 

(GOITSTEIN & GROSS, 1992). 

PETRI em 1924 atribuiu a resistencia do C. crenata a P. cillnamomi a uma 

reactividade particular do CilOplasma do tecido embrional e tambem a elabora~ao de 
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substiincias tiinicas em abundiincia que se acumulavam nos tecidos e exerciam uma ac<;:ao 

nefasta nos parasitas. DEFRENOY, em 1932, atribuiu a resistencia desta especie 11 

forma<;:lio de compostos fen6licos nas celulas corticais (FERNANDES, 1966). 

Outro tipo de substlincia pre-formada com caracterfsticas anti-microbianas foi 

identificado por ZAKI et al. (1980) em especies de Persea que denominaram por 

"borbonol", por ter side isolada, pela primeira vez de Persea borbollia. 

Este composto foi detectado em raizes, cauIes e folhas como urn constituinte pre­

-formado, aparecendo em concentra<;:oes superiores a IOOllgig , nao existindo ou 

existindo em mnito pequenas concentra<;:6es, nas variedades susceptiveis. Este metabolito 

inibe 0 crescimento de P. cillnamomi, ill vitro, a concentra<;:oes de Illgiml em meios 

Ifquidos e a 50Ilg/ml em meios gelosados, impedindo a forma<;:ao de esporiingios a uma 

concentra<;:ao de 101lg/ml. 

4.4 - Melhoramento do Castanheiro em Rela~iio a Doen~a da Tinta 

o castanheiro, por possuir um perfodo juvenil (perfodo de tempo em que a 

planta nao tem capacidade de produzir fmtos) muito longo, as suas sementes darem 

origem a indivfduos geneticamente muito diferentes e ainda por ter urn cicIo de vida com 

varias dezenas de anos e uma especie onde os estudos geneticos e os programas de 

melhoramemo se prolongam por perfodos de tempo muito a1argados. 

No caso concreto do melhoramemo do castanheiro em rela<;:ao 11 doen<;:a da tima, 

os requisitos basicos para obter resistencia sao, no emanto, semelhantes aos utilizados 

nas plantas anuais, sendo necessario: 

identificar as fomes de resistencia; 

- desenvolver metodologia para incorporar a resistencia nas variedades 

pretendidas; 

- avaliar a resistencia ao longo do tempo e em diferentes condi<;:6es ambientais; 

- identificar os mecanismos de resistencia e a sua base genetica. 

Os primeiros estudos para detectar fontes de resistencia 11 doen<;:a da tima 

indicavam como especies resistentes 0 castanheiro japones (C. crenata Zieb & Zuc.) e 0 

castanheiro chines (C. mollissima Blume). Estudos posteriores demostraram que estas 

especies nlio eram totalmente resistentes a doen<;:a (FERNANDES, 1966). Este mesmo 

autor refere que a utiliza<;:lio do C. crenata teve a1gum significado em Portugal, mas os 

resultados foram desanimadores porque esta especie tem exigencias ecol6gicas diferentes 

do C. sativa e tambem porque a qualidade do fruto e madeira sao muito inferiores it do 

castanheiro nacional. 
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Desanimador foi tambem, segundo 0 mesmo autor, a sua utilizaqao como 

porta-enxerto devido it falta de afinidade com C. sativa. 

Os estudos de resisrencia em hfbridos intra-especificos foi iniciada em Portugal 

em 1947 por GOMES GUERREIRO em hfbridos naturais ou obtidos por fecunda9ao 

controlada de C. crellata x C. sativa, tendo como objectivo, obter formas resistentes a 

doen9a e ao mesmo tempo com caracterfsticas de qualidade e de adaptaqao as nossas 

condiqoes ecologicas (FERNANDES, 1953). 

Como nao e possivel preyer antecipadamente 0 comportamento dos hfbridos, 

FERNANDES (1953), alem desta linha de melhoramento, introduziu nos estudos de 

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

Com esta linha de melhoramento estariam resolvidas as questoes relacionadas 

com a adapta9ao e com as caracterfsticas culrurais que era necessario avaliar nos hfbridos. 

o metoda consistia na selecqao dos individuos que manifestavam resistencia de campo 

dos quais se colhia a semente e se obtinham plantas que inoculava num ano com 

P. cillllamomi e no ano seguinte com P. cambivora, ou vice-versa. Considerava 

positivas as inocula90es que resultavam na morte de planta e negativas as que 

apresentavam comportamento igual ao das plantas testemunha, mantendo em observa9ao 

as que apresentam necroses localizadas. As plantas com inocula90es negativas aos dois 

[ungos eram consideradas resistentes. Nestes estudos, FERNANDES (1953) verificou que 

36% do material testado apresentava resistencia e concluiu que era possivel existirem 

individuos de C. sativa com acentuadas caracterfsticas de resistencia it doen9a. 

A partir de 1960 este metoda foi ligeiramente alterado sendo a inocula9ao feita 

por incisao na zona cambial, com uma mistura de estirpes das duas especies 

(FERNANDES, 1966) e repetidas em 3 anos consecutivos. Com este metodo 0 autor refere 

que e possivel realizar maior numero de inocula90es e testar populaqoes maiores, 

porpocionando por isso maiores exitos, porque as castanheiros ao serem sujeitos ao 

parasitismo de vanas estirpes tern maior probabilidade de resistirem it doen9a em 

condiqoes naturais. A esta fase seguia-se a plantaqao dos clones em solos naturalmente 

infectados e realizava nova avalia9ao da resistencia seleccionando as plantas que 

confumavam a caracterfstica de resistenci~ 

Na linha de melhoramento de material resultante das hibrida90es de 

C. crellata x C. sativa e de C. mollissima x C. sativa ou vice versa, a metodologia de 

selecqao foi semelhante, realizando-se complementarmente retrocruzamentos de material 

Fl resistente com os progenitores (selec9ao recorrente). Os hfbridos considerados 

resistentes eram instal ados no campo onde se avaliava, a1em do caracter resistente, a 

adaptaqao as condiqoes ecologicas e a afinidade de enxertia. 

Os mecanismos genetic os envolvidos na resistencia do castanheiro a 

P. cillllamomi sao processos dificeis de avaliar porque os estudos da heritabilidade da 
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resistencia, parametro que avalia a transmissao das caracterfsticas dos progenitores para a 

sua descendencia, demoram vanos anos devido ao prolongado perfodo juvenil desta 

especie. FERNANDES (1966) refere que so obtiveram flores femininas, nos hiliridos, 

passados 10 anos da planta~ao, 0 que atesta bern a dificuldade destes estudos geneticos. 

A metodologia de selec~ao da resistencia em rel a~ao a doen~a da tinta foi muito 

semelhante em toda a Europa tendo-se obtido em Fran~a, Portugal, Espanha e Italia 

colecc;:6es de clones com caracterfsticas de resistencia a doenc;:a. Merece justo reake 0 

trabalho iniciado por CRUZ GALLASTEGNI, da entao Missao Biol6gica da Galiza, e 

depois continuado por ERNESTO VIElTEZ, da Universidade de Santiago de Compostela. 

que conduziu a obten~ao de uma importante colecc;:ao de clones resistentes a tinta 

(HERNANDEZ & MAGAN, 1979) 

No ANEXO I, apresenta-se a lista de clones resistentes, obtidos por TAVEIRA 

FERNANDES, utilizando 0 metodo da inocula~ao por ferida ou por hibrida~ao e 

vegetativamente propagados pelo Centro Regional de Investiga~ao e Desenvolvimento 

Agrano de Bragan~a (L. Maia, com. pessoal, 1991). 

Os trabalhos de melhoramento do castanheiro prossegUiram em Portugal, 

realizando-se estudos de avalia~ao da resistencia a doen~a da tinta em diferentes 

conclic;:6es ecologicas, avalia~ao da afmidade 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 rela~ao a doenc;:a da tinta foi recentemente 

impulsionado pela UTAD, constando essencialmente de tres fases (C. ABREU, com. 

pessoal, 1991), que podem ser observadas na Fig. 7. 

o material vegetal de partida e constitufdo por popula~6es de castanheiro 

selecionadas com base em caracterfsticas favoravei s do ponto de vista da silvicultura. Na 

primeira fase recolhe-se a semente, que e disposta num viveiro "mortorio", area 

devidamente isolada e inoculada artificialmente com micetio/clamidosporos de todos os 

isolamentos identificados como P. cillllamomi. No ano seguinte as plantas sobreviventes, 

provavelmente com alguma resistencia, sao transferidas para outro local (2· fase do 

programa) e inoculadas com micelio do fungo com manifesta patogenicidade, atraves de 

uma incisao em T, feita na zona cambial do colo da planta. Na terceira fase avalia-se a 

resistencia em ramo destacado e seleccionam-se os clones a propagar vegetativamente. 

Este programa, conduzido nos ultimos 6 anos pelos Departamentos de Protecc;:ao 

de Plantas e Florestal, permitiu seleccionar alguns clones com manifesta resistencia e 

eleger mesmo clones com resistencia e boa adaptac;:ao, segundo os primeiros resultados 

dos ensaios multilocais de adaptac;:ao. 
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Fig. 7 - Diagrama representativo do program a de melhoramento do eastanheiro em rela,ao a 
doenc;a da tinta. 
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v - IDENTIFICA<;Ao DE ISOLAMENTOS DE PHYTOPHTHORA 

OBTIDOS DE PLANT AS COM SINTOMAS CARACTERISTICOS DA 

DOEN<;A DA TINTA 

5.1 Introdu~ao 

A identificayao e classificayao das especies de Phyrophthora assenta 

primariamente nas caracterfsticas morfologicas dos esporangios, nomeadamente no 

espessamento, presenqa e tipo de papila apical, na caducidade e no comprimento do 

pedicelo. Estes caracteres, conjugados com 0 tipo de anterfdio (anfigfneo, paragfneo ou 

ambos), dao origem aos seis grupos (I-VI) das chaves de WA TERHOUS E (1963), 

NEWHOOK et al. (1978) e STAMPS et al. (1990). 

P. cillllamomi e P. cambivora , especies que isoladamente, ou em conjunto, 

provocam no castanheiro sintomatologia semelhante, sao especies que possuem 

esporangios nao papilados e nao caducos e anterfdios sempre anfigfneos, caracteres que 

definem 0 grupo VI das chaves anteriormente referidas. 

A produyao de esporiingios proporciona um nipido aumento do inoculo potencial 

no solo, uma vez que cada esporiingio pode produzir de dez a trima zoosporos em menos 

de uma hora se as condiq5es the sao favoraveis (ZENTMYER, 1981). A obtenqao de 

esporangios em condiq5es axenicas exige condiy5es e meios especiais e mesmo assim a 

sua formayao e irregular e aleat6ria. LEONIAN (1934), GRENTE (l961b) e FERNANDES 

(1966) , obtiveram esporangios de P. cambivora transferindo micelio com 7-8 dias de 

crescimento para agua destilada. LEONIAN (1934), considera esta carac terfstica na 

diferenciayao de P. cambivora de P. cil1llamomi, uma vez que esta ultima especie, nessas 

condiyoes, permanece esteril. GRS"ITE (1961 b), contudo, concluiu que esta caracterfstica 

nao deve ser considerada diferenciadora devido it irregularidade na obtenyao de 

esporiingios por este processo. 

A obtenyao de esporangios de P. cillllamom i apresenta ainda maior 

irregularidade e complexidade, tendo-se baseado nos ultimos quarenta anos (ZENTMYER, 

1980) na utilizayao de extraclOS de terra nao estereis. Este metoda foi utilizado pela 

primeira vez por MERHLICH em 1935 (ZENTMYER, 1980), consistindo na transferencia 

de micelio com 4 dias de crescirnento em meio lfquido de malte para extraCIO de terra nao 

esteril. A transferencia do micelio e precedida de lavagens repetidas com agua destilada e 

esterilizada. 0 facto de extractos de solo nao estereis estimularem a esporulaqao de 

P. cillnamomi e dos extract os esterilizados perderem essa capacidade, foi atribufdo a 
presenya de metabolitos produzidos por bacterias (ZENTMYER, 1980). 
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Mais recentemente, CHEN & ZENTMYER (1970) obtiveram esporangios de 

P. cinnamomi em condi~oes axenicas, transferindo micelio jovem para uma solw;ao 

salina pobre em nutrientes (nitrato de crucio O,OlM; nitrato de potassio 0,005M; sulfato 

de magnesio 0,004 M , num litro de agua destilada a que adicionaram 1ml de Fe EDTA 

esterilizado por filtra~ao Millipore). 0 micelio e lavado com a solu~iio salina no momenta 

da transferencia, opera~ao que e repetida, posteriormente, a intervalos regulares. Esta 

tecnica baseia-se na altera~ao das condi~oes nutritivas e no efeito que determinados 

eatioes, em propor~oes especificas, exercem na esporula~ao de P. cinnamomi. 

P. cambivora e P. cinnamomi sao especies morfologicanlente muito proximas, 

facto que se pode confirmar pelo elevado numero de caracteres comuns nas chaves de 

identifica~ao. Na chave sinoptica de Ho (1981), que avalia trinta caracteres, os que 

permitem distinguir estas duas especies sao: forma do esporangio, morfologia da 

superficie do oogonio, capacidade para produzir clamidosporos em eultura axenica, 

morfologia das hifas em meios gelosados, aparecimento de dilata~oes nas hifas, tamanho 

forma e disposi~ao das dilata~oes das hifas, morfologia da colonia em meio gelosado de 

milho ("corn meal agar"), sensibilidade ao verde malaquita, produ~ao de pigmentos em 

meio de caseina-tirosina hidrolisada. 

A grande maioria dos caracteres diferenciadores esta relacionada com a 

morfologia das hifas, devendo a observa~ao ser realizada em determinadas condi~oes . 

GRENTE (1961 b) verificou que 0 micelio aereo e igual nas duas especies. Verificou ainda 

que se apresentava lisa e uniforme e que so 0 micelio submerso permitiria diferenciar as 

especies, uma vez que P. cambivora apresenta hifas lisas e uniformes e P. cinnamomi 

apresenta vesfculas de forma e volume muito variaveis. Esta caracteristica aparece 

unicamente em P. cinnamomi , sendo referido por WATERHOUSE et al. (1987) como 

"hifas com dilata~oes grandes, esfericas e botrioide". Estas dila~oes diferenciam-se dos 

clamidosporos por nao possuirem septo basal e parede celular interna continua it volta da 

dilata~iio, mas por vezes e diffcil separar estas duas estruturas. Estes caracteres 

morfologicos, facilmente observaveis na extremidade das colonias em creseimento activo, 

sao indicadores de P. cinnamomi. dada a estabilidade desta caracterfstica nos diferentes 

meios de cultura. 

Os criterios de separa~ao destas duas especies, nao serao tao facilmente 

objectivaveis noutras earaeteristicas, como par exemplo na produ~ao de pigmentos em 

meio de caseina-tirosina hidrolisada onde a diferencia~ao e feita com base na produ~ao 

moderada ou ligeira de pigmentos por P. cambivora e P. cinllamomi, respectivamente. 

A mesma situa~ao oeorre quanto it forma dos esporangios que em media sao esfericos, 

ovoides ou obpiriformes com raziio comprimento largura (ell) 1,0-1,6 em P. cambivora 

e ovoides, elipsoides ou obpiriformes com razao c/l 1,6-1,9 em P. cinnamomi. 
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As dificuldades colocadas a obten~ao de alguns caracteres morfol6gicos, a 

variabilidade desses mesmos caracteres e a diferencia~ao das especies nem sempre se 

basear em criterios objectivos ou facilmente objectiviiveis, fizeram com que a 

identifica~ao das especies do genero Phytophthora, fosse, desde sempre, urn processo 

demorado e realizado apenas por especialistas. Esta situa~ao motivou e promoveu, em 

certa medida, 0 aparecimento de estudos no dominic da bioquimica, da genetica e da 

serologia aplicados a taxonomia deste genero, utilizando as novas tecnicas que entretanto 

iam surgindo nestas areas do conhecimento. 

GALLEGLY (1987a) considera 0 estudo das proteinas por electroforese como urn 

dos metodos mais promissores na classifica~ao e identifica~ao das especies do genera 

Phytophthora. Esta tecnica, utilizada mais frequentemente na delimitac;ao e confinnaC;ao 

da identifica<;ao das especies, foi pela primeira vez usada por CLARE & ZENTMYER 

(1966). Estes investigadores verificaram que os padrces proteicos em gel de amide de 

P. cillllamomi Rands, P. citrophthora (Sm. & Sm) Leonian e P. palmivora (Butler) 

Butler, eram diferentes, tendo conclufdo que esta tecnica poderia ser util na delimita<;ao 

especifica das especies do genero Phytophthora . HALL et al (1969) confinnaram a 

validade desta tecnica na delimita~ao das especies deste genero, baseados na 

uniformidade dos padrces prateicos obtidos no estudo de quarenta e tres isolamentos, 

identificados por criterios morfol6gicos como P . cillllamomi, P. cactorum, e 

P. palmivora. Os perfis proteicos obtidos em gel de acrilamida permitiam, com base nas 

bandas dominantes, diferenciar padrces proteicos de quatro tipos; P. cillllamomi e 

P. cactorum apresentaram, em cad a especie, urn unico padrao proteico, enquanto 

P. palmivora apresentou do is tipos quantitativamente diferentes mas qualitativamente 

semelhantes. Esta especie, deixou de estar separada em tipos ou formas morfol6gicas, 

sendo considerada actual mente, com base em criterios morfol6gicos, como especies 

diferentes - P. megakarya, e P. capsid. Neste mesmo estudo os padrces proteicos 

apresentaram ligeiras variac;ces nas diferentes repetic;ces , dado que nem todas as bandas 

ficavam igualmente bern reveladas nas diferentes corridas electroforeticas. Estes mesmos 

autores, baseados no facto de nao terem obtido bandas comuns nas diferentes especies 

estudadas, concluiram que 0 genero P hytophthora, como unidade taxon6mica, nao se 

poderia identificar por electroforese, assim como nao se poderiam relacionar bandas ou 

conjuntos de bandas com determinadas caracterfstica morfol6gicas. KAOSIRI & 

ZENTMYER (1980) utilizando electroforese em gel de acrilarn.ida, obtiveran1 uma banda 

proteica de igual mobilidade electroforetica (Rf 60) nas especies P. cillllamomi, P. capsici 

e nas formas morfol6gicas - MF1, MF2, MF3, MF4 de P. palmivora. NW AGA er al. 

(1990) obtiveram tambem uma banda comum de reduzida mobilidade electroforetica nas 

especies P. Clyptogea, P. cillllamomi, P. megasperma, P. Ilicotiallae , P. capsid, 

P. megakarya, P. palmivora e P. citl'Ophthora. 
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A utilidade da electroforese de protefnas na delimita~iio especifica do genero 

Phytophthora foi confirmada por outros autores. como GIL & POWELL (1967). GIL & 

ZENTMYER (1978). CACCIOLA et al. (1990). C;:INAR et al. (1990). NWAGA et al. (1990) . 

RICCI et al. (1990). 

Os sistemas isoenzimaticos sao tambem frequentemente estudados. tanto 

considerados isoladamente como em conjunto com os perfis proteicos, com 0 objectiv~ 

de caracterizar mais pormenorizadamente as especies. HALL et al. (1969) obtiveram 3 

tipos de padr6es estenisicos em P. cinnamomi, urn unico padriio em P. cactorum e nove 

tipos em P. palmivora. Verificaram. ainda. que os isolamentos com perfis de esterases 

identicos apresentavam perfis proteicos identicos. nao acontecendo 0 mesmo na situa~iio 

inversa. CACCIOLLA et al. (1990) concluiram que os zimogramas esterasicos revelavam 

diferencia~ao intraespecffica. permitindo identificar tres tipos estenisicos em 

P. Clyptogea. Este mesmo autor obteve padr6es proteicos e enzimaticos (arilesterase e 

malato-desidrogenase) que pennitem diferenciar P. Clyptogea de P. drechsleri, especies 

morfologicamente muito proxirnas. 

NWAGA et al. (1990), concluiram que alguns sistemas enzimaticos sao mais 

adequados do que outros para a caracteriza9ao das especies em estudo, sendo necessario 

realizar urn estudo previo para os identificar. 

o facto ja anteriormente referido. das especies P. cinnamomi e P. cambivora 

serem morfologicamente muito semelhantes e provocarem sintomatologia identica no 

castanheiro europeu (Castanea sativa MilL), tom a premente a identifica9iio precisa e 

rapida das especies em causa, nomeadamente quando se pretende avaliar 0 inoculo 

potencial no solo. a agressividade do parasita. as interac~6es hospedeiro parasila no 

processo infeccioso e a avalia9iio da resistencia do hospedeiro. 

Para a identifica9iio dos isolamentos de Phytophthora 0 estudo conduzido 

baseou-se em criterios morfologicos e criterios bioqufmicos. Avaliaram-se caracteres 

morfologicos diferenciadores relacionados com morfologia da colonia. das hifas e dos 

esporangios referidos na chave sinoptica de HO (1981) e STAMPS et al. (1990). Como 

criterio bioqufmico, compararam-se os perfis proteicos e enzimaticos (esterases) dos 

isolamentos em estudo usando como padriio. isolamentos classificados como 

P cinnamomi. pelo Commonwealth Mycological Institute. 

5.2 - Material e MHodos 

5.2.1 - Isolamentos de Phytophthora 

Os isolamentos em eSlUdo. provem quase todos de castanheiros jovens da regiao 

de Tras-os-Montes. A sua caracleriza~ao encontra-se descrita no Quadro 8. Os 
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isolamentos UTAD 79 e UTAD 80 foram identificados como P. cillllamomi pelo 

Commonwealth Mycological Institute, recebendo os c6digos IMl 335 488 e 1MI 335 

492, respectivamente. Estes isolamentos serao utilizados como padrao de compara~ao 

nos estudos de eletroforese e como fonte de in6culo nos es tudos de avalia~ao de 

resistencia dos vanos clones de castanheiro. 

Quadro 8 - Caracterizac;~o surnana dos isolamentos de PhylOphthora. 

C6digo do isolamento Local de origem Ano de isolamento Hospedeiro de que 

!las Elantas se isolou 

UT AD 66/Col. Alcobac;a 1986 C. sativQ 

UT AD 79/Col. Vila Real 1989 Marsol' (jovern) 

UT AD 80/Col. Vila Real 1989 C. sativa 
UT AD 1 DO/Col. Mira 1991 Chamnecyparis 

iaWSOlliallQ 

UT AD 180/lsol. Bornes 1990 C. saliva (jovern) 

UT AD 183/1sol. Lamacha 1990 C. saliva (jovern) 

UTAD 187/1sol. Lamachil 1990 C. sativa (jovernl 

* Hibrido C. crellata x C. sativa 

5.2.2 - Caracteres morfologicos 

5.2.2.1 Morfologia da colonia em meio gelosado de milho 
(CMA) 

Para se avaliar a morfologia e a taxa de crescimento da colonia transferiu-se, da 

extremidade de col6nias em crescimento activo, urn inoculo com 4 mm de diametro, para 

o centro de placas de Petri com 10 ml de meio gelosado de milho (Difco CMA, 199/l) que 

se incubou a 22 ± 2°e. A taxa de crescimento foi determinada pela medi~ao diana do 

crescimento radial da colonia durante dez dias, medi~6es que foram realizadas segundo 

duas direc~6es ortogonais, previamente marcadas nas placas. 

5.2.2.2 - Morfologia das h ifas 

Da extremidade de col6nias com 3-4 dias de crescimento e de micelio submerso 

no meio gelosado de batata dextrosada (Difco PDA, 39g/l), efectuaram-se prepara~6es 

microscopicas com lactofenol azul (cristais de fenol, 20g; acido hictico, 20g; glicerina, 

40g; solu~ao azul algodao, 20 ml) ou lactofenol (a mesma solu~ao sem a solu~ao de azul 

algodao) quando se pretendeu observar a colora~ao natural das hifas e dilata~6es. 
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5.2.2.3 - Morfologia dos esporiingios 

Para a prodw;:ao de esporangios seguiram-se os princfpios gerais que CHEN & 

ZENTMYER (1970) estabeleceram: micelio em activo crescimento, redu~ao nas condi~oes 

nutricionais do meio e estfmulo dos catioes Ca++ e Mg++. 0 metoda utilizado assentou no 

indicado por TUITE (1962) para a produ~ao de esporangios no genero Phytophthora, 

acrescido das condi90es que satisfizessem as permissas anteriormente referidas. 

Da extremidade de col6nias com 3 dias de crescimento em CMA (Corn Meal 

Agar, Difco 19 gil) e incubadas a 2YC, retiraram-se in6culos de forma e tamanhos 

irregulares mas de pequena dimensao que seguidamente se transferiam para placas de 

Petri com 15 ml de meio lfquido, constituido por: 

a) agua destilada e esterilizada; 

b) solu~ao de Petri esterilizada (0,4 g de nitrato de ca1cio, 0,15 g de sulfato de 

magnesio, 0,15g de fosfato de potassio, 0,05 g de cloreto de potassio,llitro 

de agua destilada); 

c) solw;:ao de solo autoclavado (lOOg de solo dissolvido num litro de agua que 

se deixou decantar durante 24h e se filtrou por papel de filtro). 

Quando da transferencia do micelio, 0 in6culo foi abundantemente lavado com a 

soluc;:ao para a qual ia ser transferido. Incubou-se a 25 °C numa estufa que permitia 

condi90es de luminosidade durante 0 dia. Observou-se ao microsc6pio passados 3 e 8 

dias. 

5.2.3 - Observa~oes microscopicas e medi~oes micrometricas 

As observa~oes microsc6picas foram realizadas num microsc6pio Leitz, 

Laborlux 12. As medi~oes micrometricas efectuaram-se com ocular micrometrica 

contrastada com xi S e com objectiva x40. Nesta combina~ao , urn espa~o do micr6metro 

equivale a 2,65 Ilm. 

o numero de medi~oes para avaliar cada caracter variou de 10-20, que segundo 

DE VRIES (1952) e suficiente quando 0 objectivo e identificar as especies e nao 

determinar a variabilidade desse caracter. 

As fotomicrografias foram realizadas num microsc6pio Leitz, Laborlux 12 

equipado com material fotogratico Wild Leitz (MPS 46, Photoautomat). 
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5.2.4 - Caracteres bioquimicos - electroforese de proteinas 

miceliais e sistemas enzimaticos 

5.2.4.1 - Condic;oes cuiturais 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 inoculo foi colocado numa estufa a 2YC durante 3 dias. 

Retirou-se entIio, da extremidade da colonia, 3 discos com 3mm de diametro que foram 

transferidos assepticamente para ba16es de Erlenmyer com 150ml de meio Ifquido de 

extracto de malte (Extract Malt Broth, Difco 15g!1), incubou-se a 22T as escuras e 

durante 15 dias. 

5.2.4.2 - Extracc;ao de proteinas miceliais totais 

Para a extracc;ao das proteinas miceliais adoptou-se a metodologia de GUEDES & 

RODRIGUES (1974) com algumas alterac;6es. 

o micelio foi separado do meio de cultura por filtrac;ao em funil de Buckner e 

papel Whatman nO 3, lavado com agua destilada 2 a 3 vezes, seguido de uma lavagem 

com tampao acetato 0,05 M, pH 4,5. 

Adicionou-se lOml do tampao a cerca de Ig de micelio e triturou-se com ultra­

-turax lKA, durante cerca de 1 minuto. 0 homogeneizado foi centrifugado a 12 500 rpm 

por uma hora. 0 sobrenadante foi dialisado contra agua destilada durante a noite, em 

camara fria (± Y). A concentrac;ao foi realizada com carbo wax (polietilenoglicol 6 000) 

ate cerca de Iml, seguida de nova centrifugac;ao a 12500 rpm, por 15 min. 

o sobrenadante foi colocado e guardado em tubos Ependorf a S' c. 

5.2.4.3 - Electroforese de protein as miceliais 

A separac;iio de proteinas foi realizada com 1111 do extracto micelial num aparelho 

PhastSystem da Pharmacia, por focagem isoelectrica (lEF) em gel de acrilamida de 

gradiente pH 4,0 - 6,5. A colorac;iio das protefnas foi feita com nitrato de prata no 

PhastSystem Development Apparatus Pharmacia. 

5.2.4.4 - Sistemas enzimaticos 

Para 0 estudo dos sistemas enzimaticos, as condic;6es culturais do micelio e 0 

processo de extracc;ao das protefnas tiveram de ser modificadas, po is nas condic;6es 
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anteriormente referidas nao se detectou qualquer tipo de actividade enzimatica das 

esterases, peroxidares, malato desidrogenase e fosfatases. 

As condir;6es culturais dos fungos mantiveram-se no essencial identicas as 

descritas anteriormente. As diferenr;as 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 enzimatica e mais acentuada em micelio jovem (HALL et 

al., 1969). No processo de exctrac9ao das protefnas miceliais, a metodologia foi a 

anteriormente indicada, mas realizada com tampao Tris - HCI, 0,01 M, pH 7, com 0,1 % 

de mercapto - ethanol e O,lg de polidar/g de micelio, seguindo-se depois 0 mesmo 

processo. 

o sistema enzimatico estudado foi 0 das esterases. Forarn separadas em gel de 

poliacrilamida por focagem isoelectrica num aparelho PhastSystem, em gel de gradiente 

de pH 3-9 e revelado como 0 descrito por NAVE (1986), utilizando como substrato 1,5ml 

de acetato a-naftil a 1 % e 0,5ml de acetato de ~-naftil a 1 % e incubado a temperatura 

ambiente durante 1 hora. 

A an:ilise dos zimograrnas, baseou-se na observar;ao e comparar;ao visual dos 

perfis dos diferentes isolamentos, obtidos no mesmo gel. Os perfis proteicos foram 

analisados com base no mimero e posir;ao das band as e comparados entre si pelo Indice 

de Similaridade (IS), que KAOSIRI & ZENTMYER (1980), usaram pel a primeira vez para 

comparar especies do genero Phytophthora eo defrniram como: 

Numero de bandas similares 
IS = Numero de band as similares + nO de bandas diferentes 

Como e 6bvio, valores pr6ximos da unidade indicarn maior grau de sirnilaridade 

e permitem conduir da validade das comparar;Oes estabelecidas. 

5.3 - Resultados 

5.3.1 - Caracteres morfologicos 

5.3.1.1 - Morfologia e crescimento radial da colonia 

Todos os isolamentos em estudo apresentaram em meio gelosado de batata 

dextrosada e em meio gelosado de milho (PDA Difco, 39g!l; CMA Difco, 17 gil), 

crescimento submerso e aereo com col6nias de aspecto petaloide com excepr;ao do 

isolamento UTAD 80 que apresentou col6nia tipo estrela. A aparencia da col6nia nos 

meios anteriormente referidos diferencia P. cinnamomi de P. cambivora, uma vez que 

nesta ultima as col6nias nao tern aquele tipo especffico de crescirnento. Esta caracteristica 
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apresentou-se mais evidente quando a temperatura de incubac;ao se situou na gama dos 

22°C. A temperaturas rnais elevadas as colonias tern urn crescirnento mais nipido, 

praticamente sem micelio aereo e com morfologia de crescimento menDs evidente. 

o crescimento radial de colonia, nao sendo urn canlcter taxon ornico 

diferenciador, foi avaliado com 0 objectivo de melhor se caracterizarem os diferentes 

isolamentos. 0 resultado da anilise de variiincia referente ao crescimento radial da colonia 

ao fim de 10 dias de incubac;ao, tendo-se utilizado 4 repetic;oes por isolamento, revela 

diferenc;as altamente significativas no crescimento dos diferentes isolamentos (Quadro 9). 

Quadro 9 - Analise da variiincia dos vaJores referentes ao crescimento radial da col6nia ao fim 
de 10 dias de incuba,ao dos diferentes isolamenlos de Phytophthora (4 repeti,iles). 

Origem da varia,ao 

Isolamentos 

Erro 

GL 

6 

20 

SQ 

92,316 

10.247 

QM 

15,386 

0.512 

F 

30,331 

p 

0,000 

Os valores medios do crescirnento dos 8 isolamentos de P hYlophlhora ficam 

separados, com base nos criterios de TuKEY, como 0 indicado no Quadro 10. 

Quadro 10 - Crescimento radial medio das col6nias dos diferentes isolamentos de 
P hytophthora ap6s 10 dias de incuba,ao a 22-23 ·C. 

Isolamento urAD 66 lTI'AD 79 lITAD 100 urAD 187 tITAD 183 tHAD 80 urAD 130 

Crescimento radial da 
col6nia (cm) 1O,688A* 9288 A 9,850 A 6,788 B 6.667 B 6.375 B 5,688 B 

TI!KEY, nivel de significiincia ( a = 5%) 

* Valores medios com letras em comum nao sao significativamente diferentes. 

5.3.1.2 - Morfologia das hifas 

Todos os isolamentos evidenciaram hifas com dilatac;oes tfpicas de 

P. cillllamomi, Fig. 8 (A, B e C) como 0 indicado por GRENTE (1961b), FERNANDES 

(1966), NEWHOOK el al. (1978) e WATERHOUSE el al. (1987), que consideram estas 

dilatac;oes como uma caracterfstica estavel a avaliar nesta especie. Alguns isolamentos em 

estudo apresentaram dilatac;oes em menor numero, como no caso do UT AD 66 e UT AD 

180. Estas dilatac;oes aparecem como protuberancias esfericas e sesseis 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 caraclerislico das hifas de Phytothphora cillllamonzi. A - Hifas dc aSpeCI(l 

irregular e verrucosas (x 400). B - Dilala,6es telrninais isoladas em hifas iisas e uniformes da parle a~re" 
da colonia (x 400). C - Dilala,6es lerrninais das hifas disposlas em grupo (x 400). As dilala<;(ies clas hifas 
sao semelhantes aos clamid6sporos, diferenciando-se destes par nao apresciltarcm sept os 'lUG os SL.: J1ar:lIll 

das hifas e parede inlema conunua. 
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As dilataq6es das hifas adquirem urn aspecto botrioide quando 0 micelio atinge a 

maturidade. 

As hifas que se desenvolvem na parte aerea da colonia sao lisas e uniformes 

quando jovens, podendo desenvolver dilataq6es esfericas isoladas semelhantes a do 

micelio submerso, quando atingem maior maturidade. 

A separaqao entre micelio de P. cillnamomi e de P. cambivora so pode ser 

determinado em micelio jovem e submerso, uma vez que colonias mais velhas de 

P. cambivora podem apresentar tarnbem dilataq6es nas hifas de forma esferica ou ovoide 

dispostas em grupo ou isoladamente, tomando mais subjectiva a avaliaqao deste caracter 

(GRENTE, 1961b). 

As dilataq6es das hifas em detenninadas condiq6es sao muito semelhantes aos 

ciamidosporos, diferenciando-se destes por nao apresentarem parede interna contInua e 

septos que os separam das hifas (Fig. 8 C). 

A forma, dimensao e disposicrao das dilataq6es nas hifas e considerado caracter 

taxonomico a avaliar na chave sinoptica de Ho (1981). Este autor nao especifica a etapa 

de desenvolvimento para realizar as observacr6es, mas atribuiu-lhe urn factor de 

ponderaqiio 2, 0 que significa que e urn caracter com estabilidade acentuada. 

5.3.1.3 - Esporangios 

Todos os isolamentos, com excepqao do UTAD 187, produziram esporangios 

(Fig. 9, A , B e C) em solu<,iio de Petri esterilizada, sendo todos nao caducos e niio 

papilados com as seguintes caracterfsticas biometricas. 

Quadro II - Caracteristicas biometricas medias dos esporangios. 

Isolamento Comp (c) ± sd (11m) 

UT AD 79/Col. 54.75±7.99 

UT AD 80/Col. 38.42±3.33 

UT AD 66/Col. 40.4l±7,92 

UT AD 187 /1sol. 

UT AD I 83/1sol. 43,51±7,O6 

UT AD 180/lsol. 35.5 1±7,42 

UT AD 1 OO/Col. 42.4+2.16 

- sem produc;ao de esporfingios 

sd dcsvio padrao da media 

Larg (I) ± sd (jlm) 

35.77±2.93 

22.08±3.30 

28,40±5,08 

31 ,80±2.83 

24,38±5,13 

31.13+1.14 

e/1 

1.5 

1.7 

1.4 

1.4 

1.5 

1.4 

No Isolamento UTAD80 (IMI 335 492) observaram-se inicialmente 

clarnidosporos, mas na observacrao realizada aos 8 dias estavam presentes esporangios, 

embora todos de reduzidas dimens6es. Nos outros isolamentos observou-se 
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Fig. 9 - Esporiingios de Phytothphora cinnamomi obtidos em solul'ao de Petri. A e B -
Esporangios oyoides, nilo papilados e nilo caducos de Phytothphora cinnamomi (x 400). B - Esporangio 
de P hytothphora cinnamomi corado com lactofenol azul (x 4(0). 
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frequentemente a germina~ao directa dos esporangios, germina~ao par hifas 

germinativas, e por vezes 0 fenomeno da prolifera~ao interna. Ho (1981) atribui grande 

importiincia taxonomica a esta caracterfstica, tendo-lhe anibuindo factor de pondera~ao 3. 

Em agua destilada e esteril nao se obteve qualquer ripo de estrurura de resistencia 

ou de propaga~ao e em solu~ao de solo esteril verificou-se a forma«ao de clamidosporos 

que posteriormente gerrninaram por elevado numero de hifas gern-unarivas (Fig. 3 C). 

Como foi ja repetidamente referido, a morfologia dos esporangios, 

nomeadamente 0 espessamento da papila apical, 0 ripo de caducidade e 0 comprimento do 

pedicelo, sao os caracteres primariamente avaliados para identificar 0 grupo a que 

pertence 0 isolamento de Phytophthora em estudo. Na chave sinoptica de Ho (1981) 

todos os caracteres relacionados com os esporangios tern urn factor de pondera~ao 3, 

factor atribufdo apenas aos caracteres de grande estabilidade, com excep~ao dos que se 

relacionam com a forma e dimensao desta estrutura assexual de reprodUl;;ao que sao 

ponderados com factor 1 (carilcter variavel e pouco est<ivel). 

Constata-se ainda que nenhuma das caracterfsticas relacionados com os 

esporangios e diferenciadora destas duas especies, com excep~ao, e so em determinada 

medida, da que se relaciona com a forma do esporangio, que pode ser esferico, ovoide, 

ou obpiriforme, com raziio comprimentollargura 1,0-1,6 em P. cambivora e ser ovoide, 

ou obpiriforme com razao comprimento/largura 1,6-1,9 em P. cillllamomi. 0 facto de 

apresentarem formas e razao cll sobreponiveis, atesta bern a variabilidade deste canicter e 

o seu reduzido valor na diferencia~ao destas especies do grupo VI da classifica~ao de 

WATERHOUSE (1963), NEWHOOK et al. (1978) e STAMPS et al. (1990). 

Pode-se, en tao, referir que todos os isolamentos de Phytophthora estao de 

acordo com a descri~ao de WATERHOUSE & WATERTSON (1966) para P. cinnamomi. 

5.3.2 - Caracteres bioquimicos 

5.3.2.1 - Perfis proteicos e enzimaticos 

Os resultados, da separa«ao das proteinas miceliais em gel de acrilamida de 

gradiente pH 4,0 - 6,5 por focagem isoelectrica (IEF) dos seis isolamentos de 

Phytophthora, encontram-se representados diagramaticamente na Fig. 10. A 

representa~ao diagramarica baseou-se na amplia~ao fotografica do gel, Anexo II, e na sua 

observa~ao visual. 

A uniformidade dos perfis e elevada, aparecendo, no entanto, algumas 

diferen~as que se relacionam com a ausencia de algumas bandas e 0 aparecimento de 

bandas menos nftidas devido a sua pequena dimensao e densidade optica. As bandas que 

apresentam diferen~as estiio assinaladas no diagrama com letras minusculas: a) band as de 
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men or dimensao e densidade optica, b) bandas nao comuns a todos os isolamentos. 0 

perfil do isolamento UT AD 100 nao foi considerado nesta analise porque as bandas 

proteicas ficaran1 mal reveladas na maior parte do perfil 0 que tornou inviavel a sua 

observac;:ao e identifica~ao. 

o numero de bandas principais, bandas com dimensao e intensidade optica 

facilmente observaveis, variou de 22 a 24 e 0 de bandas menores, bandas de reduzida 

dimensao e fraca intensidade optica, variou de 4 a 6. A anilise dos perfis baseou-se no 

calculo do indice de Similaridade (IS) de KAOSIRI & ZENTMYER (1980), que avalia a 

posic;:ao das bandas proteicas sem incluir a dimensao e densidade optica das bandas. 

+ + 

== 

1---1 a 

1:::: 

"---r---

1---1 b 

79 66 187 183 180 80 

Isolamentos de P hytophthora 

Fig. 10 - Espectro de proteinas totais obLidas em gel de acrilamida com gradiente de Focagem 
Isoelectrica 4,0-6,5 . 

a - bandas de menor dimensao e densidade 6ptica. 

b - bandas nao comuns a todos os isolamentos de Phytophthora. 
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Os valores do Indice de Similaridade dos isolamentos em estudo estao indicados no 

Quadro 12, para as bandas principais e no Quadro 13 para a totalidade das bandas. 

Da analise dos Quadros 12 e 13 verifica-se que 0 fndice de Similaridade variou 

entre 0,84 e 1,00, quando se consideraram apenas as band as principais e entre 0,81 e 

0,97 quando se consideraram todas as bandas. Aplicando-se a estes val ores 0 criterio 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 e elevada e pode-se 

concluir que todos os isolamentos pertencerao it mesma especie, P. cinnamomi. 

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

fndice de Similaridade 

Iso1amento n' UTAD79 UTAD SO UTAD66 UTAD 187 UTAD 183 UTAD 180 

UTAD 79 1.00 0.96 1.00 0.91 

UTADSO 0,91 1.00 0.92 

UTAD66 0,91 0,92 

UTAD 187 0,93 

UTAD 183 

UTAD 180 

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

Isolamento 0 2 

UTAD79 

UT.W 80 

UTAD66 

UTAD 187 

UTAD 183 

UT.W ISO 

UT.W 79 UTADSO 

0.S7 

fndice de Similaridade 

UTAD66 UTAD IS7 UTAD IS3 

O,SI 0,84 0,90 

0.93 0.97 0.96 

0,97 0,90 

0,93 

0,91 

0,91 

0,91 

0,91 

O,S4 

UTAD ISO 

0.83 

0.89 

0.89 

0,86 

0.86 

Os zimogramas das esterases, diagramaticamente representados na Fig. 11 , 

iguais em todos os isolamentos em estudo, apresentaram 4 enzimas; uma banda rna is 

intensa com ponto isoelectrico (pI) 5,3 e tres bandas de reduzida dirnensao e intensidade 

6ptica com pI, 8,35, 8,5, e 8,6, respectivamente. 
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HALL er al., (1969) obtiveram tres tipos de perfis de esterases em P. cillllamomi 

num total de quinze isolamentos, 0 que segundo <;:INAR (1990) significa que existem 

diferen~as geneticas entre os isolamentos, 0 que tomaria os zimogramas destas enzimas 

mais indicados na identifica~ao ao nfvel da subespecie. 

+ + 

- I""- - --- - ~ 

== I == == == == - I-- - - - -

- -
79 66 187 183 180 80 

Isolamentos de Phyrophrhora 

Fig. II - Espectro de esterase em gel de acrilamida com gradiente de Focagem Isoelectrica 
3.0-9.0. 

No presente estudo, os zimogramas esterasicos iguais em todos os isolamentos 

confmnam a grande uniformidade dos perfis das protefnas miceliais e apoiam a conclusao 

de que todos os isolamentos penencerao 11 mesma especie. P. cillllamomi. 

5.4 - Discussiio 

A identifica<;:ao das espectes de Phyrophrhora deve assentar, segundo 

WATERHOUSE et al. (1987), em caracteres facilmente reconhecidos e observaveis. 

mesmo que esses caracteres tenham urn significado biol6gico menos evidente que outros, 
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de obtenc;:ao mais complexa, mas nem sempre possfveis de executar, como por exemplo, 

a determinac;:ao do numero de cromossomas e de estudos bioqufmicos. ZENTMYER 

(1980), considera P. cinnamomi uma especie com caracterfsticas morfo16gicas est<iveis e 

por isso facilmente identificada, mas como ja se referiu e tambem morfologicamente 

muito pr6xima de P. cambivora baseando-se a diferenciac;:ao destas especies em criterios 

nao facilmente objectiv<iveis 0 que torna por vezes subjectiva a separac;:ao destas duas 

especies do Grupo VI das chaves de WATERHOUSE (1963), NEWHOOK et al. (1978) e 

STAMPS et al. (1990). 

A avaliac;:ao dos caracteres morfol6gicos relacionados com as hifas, que na chave 

de HO (1981) contribuem com quase 50% dos caracteres diferenciadores destas duas 

especies, faz-se em co16nias plenarnente desenvolvidas, estabelecendo-se a diferenciac;:ao 

das duas especies com base na disposic;:ao das dilatac;:oes, que serao botri6ides ou simples 

em P. cinnamomi e serao catenuladas ou simples em P. cambivora. Este criterio parece 

mais subjectiv~ do que 0 estabelecido por GRENTE (1961b) que limitando a observac;:iio 

ao micelio jovem, baseou a diferenciac;:ao destas duas especies na presenc;:a ou nao das 

dilatac;:oes das hifas. 

Os esporangios, estrunrra morfol6gica essencial na identificac;:iio dos isolarnentos 

ao nfvel de grupo, nao apresenta diferenc;:as significativas e estaveis que permitarn separar 

estas duas especies, uma vez que todas as caracterfsticas sao iguais, com excepc;:ao das 

que se relacionarn com a forma e dimensao, embora aparecendo nas chaves valores que 

se sobrepoem e ponderados por HO (1981) com factor 1, que atesta bern a reduzida 

estabilidade deste caracter. As dimensoes dos esporiingios dos isolarnentos em estudo 

situaram-se abaixo dos indicados pela maioria dos autores, mas inclufdos na gama de 

variac;:ao apresentada por FERNA.NDES (1966), que obteve esporangios que variaram entre 

38-84 x 26-48 ~m. A razao comprimento/largura (ell) dos esporiingios, dos isolamentos 

em estudo, que em certa medida reflecte a forma desta estrutura de reproduc;:ao assexuada, 

apresentou valores que pela chave de HO (1981) corresponderiam a P. cambivora 

(1,0-1,6). Da bibliografia consultada verificou-se ser muito variavel esta relac;:ao (cll) em 

P. cillllamomi; Ho & ZENTMYER (1977a), por exemplo, encontraram valores que 

variaram de 1,3 a 2,6 em esporiingios produzidos por apenas dois isolamentos de 

P. cillllamomi. WATERHOUSE et al. (1987), considera mesmo 0 conhecimento da gam a 

de variac;:ao de determinado camcter mais importante do que 0 seu valor medio, 0 que 

evidencia a falta de robustez dos caracteres taxon6micos que avaliam a dimensao e forma 

das estruturas morfol6gicas no genero Phytophthora. Outro factor importante, a 

considerar na avaliac;:ao da forma e dimensao das estruturas morfol6gicas, e a 

uniformizac;:ao dos meios e condic;:oes culturais para obtenc;:ao das diferentes estruturas. 

Este objectiv~ foi formulado pel a primeira vez par ROSENBAUM em 1917 (WATERHOUSE 

et al., 1987), considerando este ultimo autor que, este objectivo continua actual, sendo 
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necessario fazer urn esfor~o no sentido da uniformiza~ao, apesar das dificuldades que 

advem das especies apresentarem exigencias diferentes de umas para as outras. 

A variabilidade fenotfpica fortemente influenciada pel as condi~5es ambientais e 

culturais dos isolamentos, fez com que muito cedo se estudassem caracteres taxonomicos 

menos dependentes das condi~5es ambientais, como por exemplo a electroforese das 

protefnas miceliais e de enzimas. HALL et af. (1969) consideraram que este metoda 

reflectia rela~5es genotipicas, embora nao directamente relacionadas com os caracteres 

morfol6gicos usados na classifica~ao do genera Phytophthora. Os resultados de 

electroforese de protefnas miceliais por focagem isoelectrica (IEF) em gel de gradiente 

4,0·6,5 anteriormente apresentados, permitem-nos concluir que a uniformidade dos 

perfis prateicos em P. cillllamomi e elevada e que esta tecnica permite identificar esta 

especie do genera Phytophthora, resultados que CLARE & ZENTMYER (1966), GILL & 

POWELL (1967), HALL et of. (1969), KAOSIRI & ZENTMYER (1980), ~INAR et 01. 

(1990), NWAGA et of . (1990), tambem obtiveram e apoiam teoricamente esta nossa 

conclusao. 

A compara~ao dos resultados dos diferentes estudos de electroforese, que muito 

contribuiram para 0 conhecimento de variabilidade prateica das espeeies de Phytophthora, 

nao e possfvel, dado serem diferentes as condi<;:5es de extrac<;:ao de protefnas e de 

electroforese, 0 que limita 0 alcance do metodo na taxonomia deste genera. GALLEGL Y 

(1987a) considera como estudo ideal a realizar nesta area do conhecimento, aquele que 

incluisse todas especies e fosse realizado num unico laboratorio e nas mesmas condi<;:5es 

experimentais. 

Ate agora, e na falta de urn estudo como 0 proposto por GALLEGLY (l987a), a 

electroforese de pratefnas e isoenzimas tern sido mais frequentemente utilizadas na 

delirnitas:ao especiffca e como urn criterio bioqufmico estavel na identifica<;:ao de especies 

do genero Phytophthora, dada a uniformidade dos perfis proteicos das especies, obtidos 

por todos os investigadores que aplicaram esta tecnica. Existem no entanto algumas 

excep<;:5es a esta uniformidade de resultados, nomeadamente em P. cilrico/a onde os 

perfis proteicos apresentaram alguma variabilidade (BIELENIN et ai., 1988) e em 

P. megaspelma, onde essa variabilidade e tambem referenciada. NWAGA el 01. (1990) e 

KAOSIRI & ZENTMYER (1980) questionam mesmo as compara~5es por eles realizadas 

com base no fndice de Similaridade (IS), uma vez que este metoda apenas avalia a 

posi~ao das bandas e nao a sua densidade, concluindo que os resultados obtidos 

poderiam ser diferentes se esse factor entrasse em considera~ao. Outra questao que estes 

autores levantam e a de que apenas uma parte das protefnas totais e analisada, 0 que 

podera limitar tambem a sensibilidade das compara~5es com base na electroforese. 

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

evidenciaram 4 isoenzirnas, valor que e inferior ao encontrado por HALL et af. (1969) que 
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encontrou 5 isoenzimas e inferior as 9 isoenzimas obtidas par NWAGA et al. (1990), mas 

superior ao encontrado por KAOSIRI & ZENTMYER (1980) que obtiveram 3 isoenzimas 

Estes valores nao tern por si s6, qualquer significado, a nao ser, 0 de evidenciar a 

necessidade da uniformiza<;ao dos metodos para avalia<;ao de caracteres bioqufmicos com 

caracter taxon6mico. Verifica-se ainda que nas nossas condi<;5es de estudo os 

zimogramas surgiram mais intensos nos isolamentos que revelaram menor crescimento 

radial, possivelmente devido it maior quantidade de micelio jovem, condi<;ao considerada 

indispensavel para a detec<;ao e resolu<;ao de actividade enzimatica em Phytophthora. 

Os perfis proteicos revelaram uniformidade acentuada, surgindo, no entanto, 

algumas diferen<;as, nomeadamente no aparecimemo de bandas muito pr6ximas mas de 

menor dirnensao e intensidade au mesmo na existencia de bandas "menores" nao comuns 

a todos os isolamentos. 0 facto de se ter utilizado urn metodo electroforetico, Focagem 

Isoelectrica (IEF), em aparelho PhastSystem, que possibilita a separa<;ao de protefnas que 

diferem apenas ligeiramente na composi<;ao dos aminoacidos e a tecnica de colora<;ao com 

nitrato de prata, detectar bandas proteicas com menos de 50ng/IlI, torna este metoda 

muito preciso. Possui ainda a vantagem de se obterem valores que podem ser 

comparados com outros laborat6rios devido a automatiza<;ao de grande pane dos 

procedimentos. Por estas razoes podera ser urn dos metodos electroforeticos de elei<;iio 

em estudos taxon6micos do genero Phytophthora, permitindo, futuramente, por 

compara<;iio dos perfis proteicos, uma rapida e faci] identifica<;ao das esp€cies em estudo. 
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VI - A V ALIA<;:Ao DA RESISTENCIA DO CAST ANHEIRO A 
Phytophthora cinnamomi 

6.1 - IntrodU(;iio 

As tecnicas de melhoramento, utilizadas para obter plantas resistentes as 

doen~as, sao, no essencial, identicas as utilizadas para as caracterfsticas hereditariamente 

transmitidas. No entanto, para avaliar a resistencia e necessario desenvolver metodologias 

especificas que evidenciem a interac~ao que se estabelece entre 0 parasita e 0 hospedeiro. 

A metodologia da avaliac;:ao da resistencia nas especies de Phytophthora que 

atacam as raizes e todo 0 seu cicio de vida se processa no solo, assim como nos outros 

agentes patogenicos, assenta no conhecimento do processo de patogenese e nas 

caracterfsticas biologicas dos seus hospedeiros. Tern, como principal objectivo, obter 

infecc;:6es em conclic;:6es ambientais que possam ser facilmente reproduzidas noutros 

estudos e permitam c1iferenciar a reacc;:ao dos c1iferentes genotipos. 

Resultados validos podem ser obtidos por varios processos. A inoculac;:ao do 

solo ou de substratos, onde se desenvolve 0 hospedeiro, e uma metodologia 

frequentemente utilizada nestas situac;:6es. Este processo apresenta como principal 

vantagem, 0 facto de avaliar as infecc;:6es nos orgaos que em condic;:6es naturais sao 

infectados pelo fungo. Como desvantagens, aparecem frequentemente referidas, a 

necessidade da c1isponibilidade de grandes espac;:os por perfodos de tempo longos e de 

exigir conclic;:6es precisas dos factores ambientais que influenciam 0 processo de infecc;:ao. 

A humidade do solo, por exemplo, tern que ser mantida a urn nivel adequado para que 0 

processo de infecc;:ao ocorra de maneira uniforme, podendo ser dificilmente mantida a 

nfveis identicos nos diferentes ensaios e yariar ainda com os substratos utilizados (IRWIN 

et af. ,1980). 

A avaliac;:ao da infecc;:ao sera mais rigorosa se a inoculac;:ao das rafzes for 

realizada com quantidades definidas de inoculo. Este objectivo e atingido em algumas 

interacC;:6es hospedeiro/parasita pelo metoda designado "tank test" de ZENTMYER & 

MIRCETICH (1965). Consiste sumariamente, em mergulhar as raizes do hospedeiro , 

durante urn detenninado perfodo de tempo, numa suspensao de zoosporos. 

Esta metodologia e utilizada frequentemente nas interacc;:6es em que as especies 

de Phytophthora facilmente produzem zoosporos em condic;:6es laboratoriais e a infecc;:ao 

ocorre, em conclic;:6es naturais, nas raizes jovens. 

Para que a inoculac;:ao das raizes ocorra de forma uniforme e permita diferenciar 

os genotipos e necessario que a concentrac;:ao de zoosporos na suspensao seja ajustada a 
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niveis adequados, previamente determinados por ensaios preliminares e as plantas sejam 

transferidas para substratos esterilizados que nao interfrram com 0 desenvolvimento do 

in6culo. Este processo de inocula~ao e de utiliza~ao relativamente recente nas interac~6es 

hospedeiro/P. cinnamomi, facto directamente associado com a dificuldade em obter 

z06sporos em quantidade e de forma sistematica, processo que apenas foi estabelecido 

por BYRT & GRAm (1979). 

FRAEDRICH et al. (1989), avaliaram por este processo a resistencia de Pinlls 

taeda L. e P. echinata Mill. a P. cinnamomi, tendo determinado como concentra~6es 

adequadas de zo6sporos, as que situavam entre 2,4 x 10 a 2,4 xl 03. Para concentra~6es 

inferiores de z06sporos, as raizes nao ficavam infectadas e para concentra~6es superiores 

ficavam todas uniformemente infectadas. 

A rela~ao entre quantidade de in6culo e infec~ao, foi verificada noutras 

interac~6es, nomeadamente P. megasperma var. soja/soja, tendo EYE et al. (1978) 

verificado que para elevadas concentra~6es, todas as cultivares de soja ficavam infectadas 

e a resistencia nao se evidenciava. 

Este processo e frequentemente utilizado para testar plantas jovens, exigindo 

condi~6es de obten~ao de plantas que evitem as infec~6es das raizes, para se ter a garantia 

que 0 hospedeiro se encontra sao. 

Em castanheiro esta metodologia nao aparece referida na bibliografia, sendo no 

entanto frequente a utiliza~ao do metodo da infec~ao das raizes por processos naturais, ou 

seja pela utiliza~ao de solo de souto natural mente infectado ou mesmo pela inocula~ao 

com micelio/c1amid6sporos de solo condutivo para a doen~a. Esta metodologia conduz a 

resultados muito variaveis, sendo necessario confrrmar os resultados utilizando outros 

processos de inocula~ao (GRAHAM, 1990). 

Em castanheiro, P. cinnamomi provoca sintomatologia evidente nas raizes e no 

colo da planta, facto que determinou a utiliza~ao mais frequente de outro tipo de 

inocula~ao e avalia~ao da resistencia. FERNANDES (1953), avaliava a resistencia de 

Casranea sativa Mill. inoculando micelio dos parasitas responsaveis pela doen~a na zona 

cambial do colo da planta, fazendo para isso uma incisao em T, na qual colocava 0 

in6culo. As plantas eram inoculadas com P. cinnamomi quando tinham urn ano de idade e 

no ano seguinte com P. cambivora, ou vice versa. Eram consideradas plantas resistemes 

as que nao manifestavam sintomas de infec~ao, depois de terem sido sujeitas as duas 

inocula~6es sucessivas. 

Para obter resultados adequados, FERNANDES (1953) entendia ser necessario 

urn periodo de 3 anos (e por vezes 4 anos) e trabalhar com elevado numero de plantas 

envasadas para conseguir obter plantas resistentes. 0 mesmo autor para tomar 0 processo 

mais eficiente, introduziu algumas modifica~5es na sua metodologia a partir de 1960, 

passando a inocular as plantas com uma mistura de estirpes das duas especies 
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identificadas no pais . processo que era repetido durante tres anos (FERNANDES. 1966). 

Com esta metodologia e porque as plantas eram produzidas em viveiro. era possivel testar 

maior numero de plantas e obter resistencia mais esuivel em condiyoes naturais. Esta 

metodologia de avaliayao da resistencia. inoculayao por ferida em tecidos de crescimento 

secundano. s6 recentemente foi utilizada em eucalipto. especie onde P. cinnamomi 

provoca doenya com canicter epidemico. mas ate ha pouco tempo considerava-se que os 

ataques do fungo se limitavam as raizes mais finas. TIPPETT et al. (1985) referem que 

esta perspectiva se modificou. quando em 1981 varios autores verificaram que 

P. cillnamomi. alem de invadir as raizes jovens tambem invadia os tecidos do floema das 

rafzes mais grossas. e podia mesmo progredir nesses tecidos ate a zona do colo da planta. 

Estes mesmos autores consideram ainda que os ensaios em vaso reflectem a 

susceptibilidade das plantas jovens a infecyao provocada por P.cinnamomi e que as 

inoculayoes nos tecidos de crescimento secundano sao metodologias adequadas para 

avaliar a resistencia de plantas adultas de eucalipto. Conclufram que a inoculayao dos 

ramos. em planta intacta. e uma metodologia a utilizar nos estudos de resistencia. uma 

vez que este metodo evidencia claramente as diferenyas entre os vanos niveis de 

resistencia. 

IRWIN et al. (1980) compararam as metodologias de inoculayao do substrato 

com micelio com a inoculayilo por ferida no caule. na interacyao luzerna/P. megasperma 

Drechs. f sp. medicaginis. Verificaram que 0 metoda da inoculayao por ferida no caule. 

evidenciava 0 mesmo comportamento manifestado pelas raizes quando se inoculava 0 

substrato. Concluiram que as reacyoes no caule seriam controladas pelo mesmo sistema 

genetico. razao pel a qual 0 metoda de inoculayao do caule conduzia aos mesmos 

resultados. 

o metoda da inoculayao por ferida. inicialmente realizado em plantas intactas. foi 

posteriormente testado em orgilos vegetais destacados. nomeadamente em rafzes e ramos. 

JEFFERS et al. (1982) utilizaram este metodo para avaliar a patogenicidade dos diferentes 

isolamentos de Phytophthora obtidos de macieiras doentes. 

A constatayao da existencia de elevada correlayao entre os resultados obtidos por 

inoculayao de ramos destacados e os obtidos com a inoculayao por zo6sporos. inoculayao 

do solo com micelio ou ainda com a inoculayao de ramos em planta intacta. detenninou a 

sua utiliza,<ao em muitas interacyoes hospedeiro/Phytophthora: nomeadamente. Banksia 

grandis /P . cinllamomi (DIXON et al., 1984). EucalypllIs ssp.!P. cillJ1amomi (TIPPET et 

al. 1985. SHEARER et al. 1987). abacateiro/P. cillllamomi (DOLAN & COFFEY. 1986). 

Chamaecyparis lawsoniana/P. lateralis (HANSEN et al. 1989). macieira/P. cacrorW/l 

(LEMOINE & GAUDIN .1991). 

TIPPETT et al. (1985). consideram que por este processo nao se podera avaliar a 

resistencia que se expressa algum tempo depois da inoculayao. Avalia. no entanto. a 
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resistencia constitutiva, razao pela qual pernrite avaliar a agressividade dos isolamentos e 

a resistencia dos hospedeiros. 

o metoda da inocula~ao em ramo destacado, em algumas interac~6es 

anterionnente referidas, mostrou estar mais correlacionada com os resultados obtidos por 

outros processos de inocula~ao, do que a utiliza~ao de raizes destacadas. porque estes 

orgaos retirados de arvores adultas, apresentam idades, cliiimetros e espessura de floema 

secundario, muito diferentes, sendo mais diffcil obter unifornridade do material a testar. 

Apesar do artificialismo do metodo de inocula<;ao em ramo destacado, os 

resultados obtidos por este processo sao identicos aos obtidos por processos mais 

naturais de inocula~ao, apresentando a grande vantagem de permitir testar grande 

quantidade de material num perfodo de tempo relativamente curro em condi~6es 

facilmente reproduzIveis e unifornrizadas. A estas caracterfsticas acrescenta-se ainda 0 

facto de se quantificar a resistencia pelo desenvolvimento da lesiio, obtendo-se assim 

valores de natureza quantitativa que possibilitam a analise estatfstica dos resultados. 

A inocula~iio em folhas destacadas, apesar de raramente aparecer referida como 

metodo de avalia~ao da resistencia nas interac~6es hospedeiro/Phytophthora, foi utilizada 

por TELHADA (1988) para avaliar a agressividade de diferentes especies de Phytophthora 

que atacam os citrinos em vanos hospedeiros, tendo obtido com este metoda resultados 

semelhantes aos de outros metodos de inocula~iio. 

A avalia~ao da resisrencia das plantas a P. cinnamomi foi tambem estudada em 

tecidos cultivados in vitro. GRENTE & SAURET (1961) inocularam com micelio de 

P. cinnamomi, call1ls obtidos de clones de castanheiro. Os resultados preliminares destes 

estudos, indicavam que a resistencia se manifestava nestes tecidos, mas s6 era possivel 

fazer a sua avalia~ao se obtidos em obscuridade e depois colocados em concli<;6es de luz 

contfnua e com idade compreendida entre os 50 e 70 dias. 

Esta metodologia de avalia~iio de resistencia foi retomada por McCOMB et al. 

(1987), que por este processo estudaram a resistencia de especies florestais e hortfcolas 

da flora australiana. Conclufrarn que 0 crescimento das hifas de P. cinnamomi nas celulas 

de cailus estava correlacionado com a susceptibilidade das plantas que tinham dado 

origem a esse tecido. A resistencia manifestava-se pelo crescimento limitado do micelio 

nos tecidos do cal/lls enquanto a susceptibilidade se evidenciava pelo nipido crescimento 

do fungo. Para que a resistencia possa ser avaliada estes autores consideram que os calli 

devem ter uma textura semelhante e que as concli~6es de obten~iio dos tecidos influem 

tarnbem na manifesta~ao da resistencia. 

Esta metodologia, segundo os autores anteriormente referidos, pode 

proporcionar urn meio privilegiado para 0 estudo dos mecanismos envolvidos na 

resistencia, porque a resposta das celulas do caillls, sera mais unifonne do que a obtida 
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em tecidos intactos, onde cada tipo de celula vegetal reagini de forma diferente ao agente 

patogenico. 

Neste trabalho avalia-se a resistencia do castanheiro a P. cinnamomi pelo 

metodo de inoculac;ao em ramo destacado, utilizando-se como material vegetal clones de 

castanheiro de reacc;ao conhecida a este agente fitopatogenico. 

A utilizac;ao desta metodologia possibilita testar elevadas quantidades de material 

vegetal nas primeiras fases do melhoramento, ou seja aumentar a intensidade de selecc;ao 

e obter resultados num perfodo de tempo relativamente curto. Pennite, por outro lado, 

avaliar 0 grau de resistencia dos clones comercializados como resistentes a este fungo e 

constitui ainda um criterio de selecc;ao valioso, na escolha do material resistente a 

propagar vegetativamente. 

Avaliou-se ainda a resistencia por inoculac;ao em disco destacado de folha e 

utilizou-se 0 fndice de ELSTON (1963) como criterio de ordenac;ao e selecc;ao dos clones 

em estudo. 

6.2 - Material 

6.2.1 - Isolamentos de Phytophthora cinnamomi 

Como inoculo, utilizaram-se subculturas dos isolamentos UT AD 79 e UT AD 

80, com origem em Tnls-os-Montes e que 0 International Mycological Institute, 

confirmou tratar-se de P. cinnamomi e the atribuiu 0 codigo IMI 335 488 e IMI 335 

492, respectivamente. 

As caracteristicas morfologicas e bioqufmicas destes isolamentos de 

P. cinnamomi estiio indicadas no Capitulo V deste trabalho. 

6.2.2 - Material vegetal 

Os clones de castanheiro, utilizados neste estudo, sao clones cujo 

comportamento em relac;ao a doenc;a da tinta e conhecido. Sao clones resultantes de 

programas de melhoramento em relac;ao a esta doenc;a e foram anteriormente testados por 

inoculaC;ao por ferida em planta intacta. 

Algum deste material foi legado por TA VEIRA FERNANDES e propagado 

vegetativamente pelo Centro de Estudos do Castanheiro em Alcobac;a, no Centro 

Regional de Investigac;ao e Desenvolvimento Agrario de Braganc;a e na Universidade de 

Tnis-os-Montes e Alto Douro, de onde provem 0 material aqui denorninado UTAD 7, 

UTAD 9, UT AD 11, SA TIV A 22 e VIMEIRO. Este ultimo clone presume-se ser um 

hfbrido de C. crenata x C. sativa (c. ABREU, com. pessoal, 1991). 

87 



Como referencia utilizou-se 0 clone considerado susceptivel, UT AD 14 e 0 clone 

considerado resistente, 0 hfbrido frances de C. crenata x C. sativa ( CA 15) denominado 

MARIGOULE 

Quadro 14 - Caracteristicas e origem dos clones de castanheiro. 

Clones de Reaa;ao a doen<;a da tinla Origem dos clones Material vegetal 
Castanheiro Resistente(R) SusceEtivel(S) 

UTAD9 R Programa de Melhoramento de Castanea sativa 
TA VEIRA FERNANDES (pMTF) 

UTAD7 R PMTF Castanea sativa 

VIMEIRO R PMTF C.crenala xC.sativa (?) 

UTADI ? ? Selea;ao da UT AD Castanea sativa 

SATIVA 22 ? ? PMTF Castanea sativa 

UTAD 11 ? ? PMTF Castanea saliva 

UTAD14 S Colecyao de clones de castanheiro Castanea sativa 
daUTAD 

MARlGOUlE R Hfbrido frances em propagayao C. crelUlta x C. sativa 
comercial 

6.3 - Metodologia 

6.3.1 - InocuJac;iio em ramo destacado 

Dos clones referidos em Material Vegetal (6.2.2) e quando os ramos do ano 

apresentavam 30-40cm de crescimento, seleccionaram-se 12 (doze) ramos de cada clone 

de diiimetro aproximadamente igual. 

o material vegetal seleccionado foi cortado e transportado para 0 local da 

realiza«ao do ensaio com os cuidados necessarios para evitar a desseca«ao dos ramos. 

A inocula«ao foi realizada com micelio, obtido por crescimento em PDA (PDA 

Difco, 39g/l) das culturas referidas em 6.2.1-Isolamentos de P. cinllamomi e dividido 

em quantidades iguais (Fig. 12 A), imediatamente antes de se iniciar 0 processo de 

inocula«ao. 

Para realizar a inocula«ao seccionou-se 0 apice do ramo (Fig. 12 B), transferiu­

-se urn disco de micelio e meio de cultura e foi posta em contacto com a sec«ao 

transversal praticada (Fig. 12 C). Para evitar a desseca<;:ao dos tecidos e criar urn 

ambiente hlimido, cobriu-se a zona pr6xima da inocula<;:ao com papel de aluminio 

(Fig. 12, C e D). 

A inocula<;:ao foi realizada com cada urn dos isolamentos de P. cillllamomi ja 

mencionados e em 5 ramos por clone de castanheiro em ensaio. 
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Fig. 12 - Inocula<;iio em ramo destacado de castanheiro. A - Micelio de Phytophthora 
cinnamomi em meio gelosado de batata dextrosada. B - Ramo destacado de castanheiro. seccionamento do 
apice. C - Inocula<;ilo com disco de micelio e meio de cultura. D - "Camara hUm ida" obtida com a 
utiliza<;iio de papel de aluminio. 
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Para avaliar 0 avan~o da infec~iio mediu-se 0 comprimento da lesiio provocada 

pelo desenvolvimento do fungo nesses tecidos, manifestada pela necrose dos tecidos do 

ramo inoculado. 

Realizaram-se medi~6es da dimensiio da lesiio (DL), expressas em milfmetros, 

ao 3Q
, 6Q e lOQ dias apos a inocula~iio, altura em que os ramos destacados come~aram a 

evidenciar amarelecimento e queda das folhas da base. 

A extremidade basal dos ramos destacados foi mantida imersa em ligua durante 

todo 0 periodo do ensaio. 

o ensaio decorreu numa estufa com cobertura de fibra de vidro, temperatura 

regulada e com sistema de nebulisa~iio programavel. 

Durante 0 periodo da realiza~iio do ensaio a temperatura e a humidade relativa do 

ar (HR) foram registadas num tennohigrografo. A temperatura oscilou dos 12° aos 2YC 

e a HR dos 60% aos 100%. 

o ensaio deliniado corresponde a urn ensaio factorial com tres factores fixos: 

Clones de castanheiro (C), Isolamentos de P. cinnamomi (P) e Tempo (T), que 

parametricamente se representa: 

Yijkl = 11 + Ci +Pj + CPU + Tk + CTik + PTik + eijkl 

com: 

i = 1 a 8 ; j = 1 a 2; k = 1 a 3 e 1 = 1 a 5 

Para ordenar os clones de castanheiro quanta ao grau de resistencia, procedeu-se 

a compara~iio das medias pelo teste de compara<;iio multipla de TUKEY. 

A analise estatfstica dos dados e 0 tra<;ado dos graficos foi realizado num 

computador SE/30 da Macintosh, programa Systat de WILKINSON (1989). 

6.3.2. - Inocula<;ao de ramo destacado em meio de cultura 

Com a mesma metodologia de selec<;iio de material vegetal, e na mesma epoca do 

ano recolheu-se 0 material vegetal que foi transportado para 0 laboratorio. 

Retiraram-se as folhas dos ramos e desinfectaram-se com hipoclorito de sodio a 

5%. De cada ramo retirou-se ainda, da parte central, urn tro<;o de ramo com 

aproximadamente lOcm de comprimento. Na extremidade basal de cada tro<;o de ramo, 

realizaram-se dois cortes longitudinais com aproximadamente 1cm, para que a 

extremidade ficasse em fonna de cunha e facilitasse a penetra<;iio do parasita. 
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Estes tecidos vegetais foram colocados em frascos com meio de cultura (PDA 

Difco, 39g/l) e P. cinnamomi que ai se inoculou quatro dias antes de colocar 0 material 

vegetal. 

Os frascos foram hermeticamente fechados e colocados sem luz numa estufa a 

22-24T 

A dimensao da lesao foi avaliada 4 dias depois da inocula<;ao, nas quatro 

repeti<;6es realizadas por clone e por isolamento de Phytophthora. 

6.3.3 - Inoculac;iio em disco destacado de folha 

Dos mesmos clones de castanheiro e no mesmo dia da realiza<;ao do ensaio da 

inocula<;ao em ramo destacado, retiraram-se discos de folhas com urn anel conante, que 

se inocularam, por deposi<;:iio de micelio de P. cinnamomi e meio e cultura, com 4mm de 

diametro. Para que a humidade fosse mantida a nlveis adequados para 0 desenvolvimento 

do parasita, os discos de folha foram colocados sobre papel de filtro humedecido com 

agua destilada. 

Avaliou-se 0 perfodo de tempo, em horas, entre a inocula<;:iio e os primeiros 

sintomas claramente visfveis, perfodo de incuba<;iio, utilizando-se para isso urn 

dispositivo constitufdo por uma fonte de luz, mesa translucida e lente monocular lOx. A 

incuba<;ao decolTeu a temperatura e humidade constantes. 

o ensaio estatfstico delineado cOlTesponde a urn ensaio factorial com do is 

factores fixos: Clones de castanheiro (C) e Isolamentos de Phytophthora (P). 

Ordenaram-se os clones pela compara<;iio multi pIa das medias com base nos 

criterios de TUKEY e compararam-se com os resultados ob tidos pelo metodo de 

inoculac;ao de ramo destacado. 

6.4 - Resultados e Discussiio 

6.4.1 - Inoculac;iio em ramo destacado 

A dimensiio da leslio obtida por este processo de inoculac;ao, nas condi<;6es e 

com 0 material vegetal e com os isolamentos de P. cinllamomi anteriormente referidos, 

encontra-se expresso no Quadro 15 e nas Figuras 13,14 e 15. 

Neste estudo 0 termo resistencia e utilizado como sin6nimo funcionai, ou seja, 

da maior ou menor capacidade dos clones limitarem 0 desenvolvimento do fungo nos 

seus tecidos depois de artificiaJrnente inoculados. 
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Os resultados das inoculas:5es revelaram que os clones se comportaram de forma 

cliferente em relas:ao a P. cillllamomi, tendo todos os clones evidenciado urn grau de 

resistencia igual ou superior ao clone UTADI4, que por outros processos de inoculas:ao 

foi classificado como susceptive!. Nenhum dos clones evidenciou urn nfvel de resistencia 

total, uma vez que 0 fungo infectou e colonizou em maior ou menor extensao todos os 

clones em estudo. 

Quadro 15 - Dimensao media da lesllo. nos ramos destacados de castanheiro, ao 3'. 6' e 10' dia 

depais da inocula,ao com os isolamentos IMI 335 488 e 1M] 335 492. 

Isolamento 1M] 335 488 (UT AD79) lsolamento 1M] 335 492 (UT AD80) 

CLONES 3' dia 6' dia 10' dia 3' dia 6' dia 10' dia 

DL±Sd * DL±sd DL±sd DL±sd DL±sd DL±sd 

VIMEIRO 6,2±1,78 18,6±2,70 24,2±5,45 8,4±4,98 24,4±4,72 33,8±4,92 

MARIGOULE 12,0±2,74 25,5±7,46 32,2±5,45 9,4±4,98 26,5±1O,40 37,3±7,63 

UTADI 5,8±3,03 19,2±2,38 26,0±3,39 1l,2±2,38 28,4±2,70 47.4±6,30 

UTAD9 5,6±2,30 16,8±3,34 20,2±3,70 4,7±2,06 16,4±5,21 24,2±2,86 

UTADll 5,6±4,16 22,0±4,74 35,0±1O,86 1l,2±4,60 30,0±2,OO 50,8±10,62 

SATIVA22 4,0±1 ,73 14,4±2,07 34,8±8,22 5,4±1,34 20A±S,50 58,2±10,54 

UTAD14 6,8±1,64 27,0±4,58 46,4±1l,52 12,O±3,74 39 ,0±1O,22 57,6±7,23 

UTAD7 5,8±1,48 17,0±3,OO 21,6±2,51 9,6±1,52 18,O±3,O8 24,2±l.92 

* DL - Dimensao da Lesao (mm) 

sd- desvio padrao da media 

~ 15 
Tempo 3 

...l 
Cl 

10 • LJTAD79 

II UTAD80 

5 

o 
VIM MARl UTAD1 UTAD9 UTAD11 SAT22 UTAD14 UTAD7 CLONE 

Fig. 13 - Dimensao da lesao nos ramos destacados de castanheiro 3 dias depais da inocula,ao 

com 0 isolamento 1M] 335 488 (UT AD 79) e IMI 335 492 (UT AD 80). 
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" 

• UTAD79 
!iii UTAD80 

VIM MARl UTAD1 UTAD9 UTAD11 SAT22 UTAD14 UTAD7 CLONE 

Fig. 14.- Dimensao da lesao nos ramos destacados de castanheiro 6 dias depois da inocula,ao 

com 0 isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) e IMI 335 492 (UTAD 80). 

60 Tempo 10 

50 

• UTAD79 

40 ta UTAD80 

30 

20 

10 

0 
VIM MARl UTAD1 UTAD9 UTAD11 SAT22 UTAD14 UTAD7 CLONE 

Fig 15 - Dimensao da lesao nos ramos destacados de castanheiro 10 dias depois da 

inocula,ao com 0 isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) e IMl 335 492 

(UTAD 80). 

Pode observar-se pelo Quadro 15 e Figuras 13, 14 e 15 que 0 desenvolvimento 

da lesao e diferente conforme 0 isolamento de Phytophthora considerado, sendo tambem 

diferente 0 comportamento dos clones quanto ao avan~o da lesao ao longo do tempo. 

Estas diferen~as podem ser avaliadas pel a analise estatfstica do ensaio a que 

corresponde urn ensaio factorial com tres factores fixos: Clones de castanheiro (C), 

Isolamentos de Phytophthora (P) e Tempo (T). 

No Quadro 16 indicam-se os resultados dessa analise. 

Os resultados da analise da variancia evidenciam uma infiuencia acentuada do 

factor tempo no desenvolvirnento da lesao. Tambem e posslvel inferir que os isolamentos 
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de P hytophthora tern diferente agressividade e que os clones em estudo possuem graus 

diferentes de resistencia. 

Quadro 16 - AnaJise da varifutcia dos vaJores referentes 11 dimens;10 da lesao (DL) apresentada 
ao 3'. 6' e H)' dias de incuba~30 (T) pelos clones de castanheiro (C) quando 
inoculados com 2 isolamentos diferentes de P. cillllamomi (P). ( 5 repeti~Oes / 
clone) 

Origem da Variac;ao GL SQ QM F P 

CLONE (C) 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 86.150 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 .20 1 0,000 

CLONE x PHY (0< P) 7 1138,430 162.602 5.566 0.000 

PxC xT 14 488.302 34.879 1.194 0,283 

ERRO 189 5521.550 29.215 

Detectam-se. ainda. diferen<;:as altamente significativas na interac<;:ao Tempo x 

Phytophthora, Clone x Tempo, Clone x Phytophthora . 

A primeira das interac<;:5es significativas revela que 0 avan<;:o medio da lesao 

produzida por cada urn dos isolamentos de P. cillnamomi nao e identico, avan<;:ando urn 

dos isolamentos mais rapidamente que 0 outro, considerando a globalidade dos clones. 

Nos tecidos destacados do hospedeiro. 0 isolamemo IMI 335 492 CUT AD 80) 

manifestou maior capacidade de coloniza<;:ao (maior dimensao da lesao) do que 0 

isolamento IMI 335 488 (UT AD 79), diferen<;:a que pode ser interpretada como maior 

agressividade desse isolamento. 

Em meio de cultura. estes iso lamentos de Phytophthora cillllamomi , 

manifestaram tambem comportamento diferente quanta ao crescimento radial, mas em 

semido inverso. 0 isolamento IMI 335 488 (UTAD 79) evidenciou crescimento radial 

significativamente superior ( a. = 0,05) ao do isolamenlO IMI 335 492 (UTAD 80) 

(Quadro 9) e com uma morfologia de colonia (tipo estrela) menos mtida. Esta constataqao 

nao permite. no entanto, relacionar de forma conclusiva as caracterfsticas morfologicos e 

o crescirnento radial em meio de cultura com a agressividade dos isolamentos. 

A interac<;:ao significativa Clone x Tempo, revela que 0 avanqo medio da lesao 

nao e igual nos diferentes clones, avanqando mais rapidamente nuns clones que noutros, 

tendo em conta os dois isolamentos de P hytophthora . 

Finalmente a interacqao significativa Clones x Phyrophthora evidencia que os 

clones de castanheiro manifestam componamento diferente em relaqao aos isolamenlOs de 

Phytophthora, ou seja, possuem graus de resistencia diferente, 
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Para ordenar os clones de castanheiro quanto ao grau de resistencia considerou­

-se a dimensao media da lesao ao 10" dia de inoculacrao e aplicaram-se os testes de 

comparacrao multipla das medias com base nos crit6rios de TUKEY. 

Quadro 17 - Anillse da variiincia dos valores referentes a dimensao da lesao (DL) ao 10' dia 
ap6s a inoeula~ilo dos 8 clones de castanheiro (C) quando inoeulados com os 2 
isolamentos de P.cillnamomi (P) (5 repetic;oes/cione). 

Origem da V aria<;i!o GL SQ QM F P 

CLONE (C) 7 8667,346 1181,049 23,103 0,000 

PHYTOPHTHORA (P) 2664,093 2664,093 52,111 0,000 

CLONE x PHY (Cx P) 7 1084,636 154,948 3,031 0,008 

ERRO 63 3220,750 51,123 

Como os isolamentos de P. cillllamomi manifestaram graus de agressividade 

diferente compararam-se os valores medios da dimensao da lesao, 10 dias depois da 

inoculacrao, quando inoculados com cada urn dos isolamentos de P. cinnamomi. 

Quadro 18 - Comparac;ilo mtiltipla das medias da dirnensao da lesao dos 8 clones de castanheiro 
10 dias depois de inoeulados com 0 isolamento IMI 335 488. 

CLONE 

UTAD9 
UTAD7 
V1MEIRO 
UTADI 
MARIGOULE 
SATIVA22 
UTAD11 
UTADI4 

DL (media) 
(mm) 

20,2 
21,6 
24 ,2 
26,0 
32,2 
34,8 
35,0 
46,4 

TUKEY, illvel de significiincia ( cx= 5%) 

A* 
A 
A 
A 
A 
A 

B 
B 
B 
B 
B 
B 

* Valores medios com letras em comum nao sao significativamente diferentes. 

c 
c 
C 
C 

Quadro 19 - Companl<;ao mtiltipla das medias da dirnensao da leslio dos 8 clones de castanheiro 
10 dias depois de inoculados com 0 isolamento L\1l 335 492. 

CLONE 

UTAD9 
UTAD7 
V1MEIRO 
MARIGOULE 
UTADI 
UTAD11 
UTADI4 
SATIVA22 

DL (mooia) 
(mm) 

24,2 
24,2 
33,8 
37,3 
47,4 
50.8 
57,6 
58.2 

11lKEY. illvel de significiincia ( cx= 5%) 

A* 
A 
A 
A 

B 
B 
B 
B 

• Valores medios com letras em com urn nao sao significativamente diferentes. 
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Os resultados expressos nos Quadros 18 e 19 permitem separar os clones 

resistentes dos clones susceptfveis. A separac;:ao das medias nao pemute individualizar 

classes de resistencia defmidas e alguns clones ocupam posic,:6es diferentes na ordenac;:ao. 

Apesar disso as classes de resistencia extremas, considerando-se as tres maiores ou 

menores dimens6es de !esao, incluem os mesmos clones. Como clones mais resistente 

(menor dimensao da !esao) aparecem 0 UTAD 9, UTAD7 e VIMEIRO e como clones 

suscepuveis (maiordimensao de lesao) 0 UTAD14, UTAD II eo SATIV A22. 

Os resultados obtidos pelo metoda de inoculac;:ao em ramo destacado estao de 

acordo com 0 conhecimento que se tinha dos clones em estudo e com os obtidos por 

inoculac,:ao em ramo de planta intacta, permitindo mesmo uma maior separac,:ao dos clones 

quanto ao grau de resistencia. 

No metodo de inoculac,:ao em ramo de planta intacta classificam-se como 

resistentes, os clones onde a inoculac;:ao provoca les6es confinadas e a ferida cicatriza 

como nas plantas testemunha e como clones suscepuveis os que desenvolvem les6es que 

evoluem de forma sistematica ate a mone da arvore. Por este processo de inoculac;:ao 

alguns clones, como 0 SA TIV A22, apresentam les6es que no ano de inoculac,:ao 

aparecem confinadas, mas no ano seguinte 0 fungo retoma a sua actividade, originando 

les6es que progressivamente vaG aumentando e conduzem a morte da arvore num penodo 

de tempo mais ou menos longo. 

Por este processo os clones foram classificados como 0 indicado no Quadro 20. 

Quadro 20 - Classifiea~ao dos clones de castanheiro quanto ao nlvel de resis teneia a 
P. cinnamomi avaliados pelo metodo de inocula~ilo em ramo de planta intaeta. 

CLONES 

lJTAD9 

urAD7 

VIMEIRO 

MARIGOULE 

urADI 

urADll 

SATIVA22 

urAD14 

R - resiSleflte 

S - susceptivel 

- nno foi avaliado 

A VALlAyAO DA RESISTENCIA 

ANO DA INOCULACAO ANO SEGUlNTE 

R R 

R R 

R R 

R R 

R R 

R (?) S 
S S 
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6.4.2 - Inoculac;iio de ramo destacado ern meio de cultura 

Os resultados obidos corn este metoda nao permitiram avaliar a resistencia dos 

clones em estudo, porque a quantificac;:ao da dimensao da Iesao foi realizada quando os 

tecidos estavam ja muito colonizados pelo fungo, nao permitindo diferenciar os diferentes 

gen6tipos. 

Este metoda apresenta alem desta desvantagem, ou seja a necessidade de se 

determinar previamente 0 perfodo de tempo para realizar a avaliac;:ao da resistencia, 0 de 

exigir eondic;:6es estritas de assepsia para que 0 meio de eultura nao fique infectado. 

Podera, no entanto, ser urn metoda vantajoso quando se pretende avaliar 0 

comportamento da resistencia dos clones ao longo do seu ciclo vegetativo, nao s6 pel a 

facilidade da realizac;:ao da inoeulac;:ao mas tambem pela faei! normalizac;:ao das condic;:6es 

ambientais de incubac;:ao dos tecidos. 

6.4.2 - Inoculac;iio ern discos destacados de folha 

o numero medio de horas entre a inoeulac;:ao e 0 aparecimento dos primeiros 

sintomas claramente vfsiveis, em cada clone e para cada isolamento de Phytophthora, 

estao indicados no Quadro 21. 

Quadro 21 - Tempo, em haras, entre a inocula,aa e a aparecimenta das primeiros sintomas 
c1aramente visiveis. 

TEMPO (haras) 

CLONE lsalamenta IMI 335 488 Isalamento IMI 335 492 

VIMElRO 106,8 ± 13,01' 69,6 ± 15.06' 

MARIGOULE 67,2 ± 26,97 38,4 ± 13,14 

urAD 1 54,0 ± 18,49 58,8 ± 9,86 

urAD9 108,0 ± 14,07 115,2 ± 2.68 

urAD 11 92,4 ± 22,69 49,2 ± 19,63 

SATIVA22 97,2 ± 21,38 60,0 ± 18,49 

urAD 14 52,8 ± 10,73 24,0 ± 0,00 

urAD7 103,2 + 15.53 87.6 + 17.28 

* Numero de horas ± desvio padrao da media 

A analise de variiincia evidencia que os clones possuem graus diferentes de 

resistencia e que os isolamentos de P. cinnamomi tern graus de agressividade diferente 

(Quadro 22). 
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de Phytophthora como a capacidade do fungo colonizar rapidamente os tecidos do 

hospedeiro, 0 isolamento - IMI 335 492 (UT ADSO), manifestou na generalidade dos 

clones maior agressividade, como alias era tambem evidente quando se aplicou 0 metodo 

de inocula<;:ao em ramo destacado, 

Quadro 22 - Analise da varifmcia dos valores referentes ao numero de horas desde a inocula<;ao 
ate ao aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro (C) 
quando inoculados com 2 isolarnentos diferentes de P cinnamomi (P) (5 
repeti<;6es/clone). 

Origem daVariac;ao 

CLONE(C) 

PHYIDPHTHORA (P) 

CLONE x PHY (Cx P) 

ERRO 

GL 

7 

I 

7 

64 

SQ 

42034,00 

10215,00 

6610,40 

17259.20 

OM 

6004,91 

10215,20 

944,34 

269,67 

F 

22,267 

37,880 

3,502 

p 

0.000 

0,000 

0,003 

Os resultados obtidos por inocula<;:iio em disco destacados de folha, que avalia 0 

numero de horas desde a inocula<;:iio ate ao aparecimento dos primeiros sintomas, da 

origem a uma separa<;:ao de clones, com base na compara<;:ao multipla de medias pelo 

metodo de TUKEY (Quadros 23 e 24), identica il. obtida por inocula~ao em ramo 

destacado. Classifica como clones mais resistentes 0 UTAD9, UTAD7 e 0 VIMEIRO 

introduzindo, no entanto, alguma varia<;:ao nos clones mais susceptiveis, uma vez que 

inclui nesta classe 0 UT AD 1 e 0 MARIGOULE que pelo metoda de inocula<;:ao em ramo 

destacado seriam classificados como moderadamente resistentes. 

A resistencia do castanheiro a P. cinnamomi sendo de tipo Horizontal, sensu 

V AN DER PLANK (1963), pode ser considerada como um processo de bloqueamemo mais 

Quadro 23 - Compara<;ao multipla das medias do numero de horas desde a inocula,ao ate ao 
aparecimento dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro quando 
inoculadas com 0 isolamento IMl 335 488 ( 5 repeti<;Bes/clone) 

CLONE PI (medio) 
(horas) 

UTAD9 108,0 A* 
VIMEIRO 106,8 A 
UTAD7 103,2 A 
SATIVA 22 97,2 A 
UTAD II 92.4 A 
MARlGOULE 67,2 A B 
UTAD I 54,0 B 
UTAD 14 52.8 B 

1UKEY, nivel de significilncia ( U= 5%) 
* medias seguidas da mesma letra nao sao significativarnente diferentes. 
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Quadro 24 -Compam,ao mtiltipla das medias do numero de horas desde a inocula,ao ale ao 
aparecimenlo dos primeiros sintomas dos 8 clones de castanheiro quando 
inoculadas com 0 isolamento IMI 335 492 (5 repeti,6es/clone) 

CLONE PI (medio) 
(homs) 

UTAD9 115,2 A* 
UTAD7 87,6 A B 
VIMEIRO 69,6 B C 
SATIVA 22 60,0 B C 
UTAD! 58,8 C D 
UTAD 11 49,2 C D E 
MARIGOULE 38,2 D E 
UTAD 14 24.0 E 

1UKEY, nivel de significiincia ( a = 5%) 
* medias seguidas da mesma letra nao sao significativamente diferentes. 

ou menos eficiente do ciclo infeccioso do fungo parasita. A dimensao da lesao (DL) e 0 

periodo de incuba<;ao (PI), avaliados neste estudo pelo metoda de inocula<;ao em ramo 

destacado e por inocula<;ao em disco destacados de folha, constituem mecanismos pelos 

quais 0 processo infeccioso pode em certa medida ser bloqueado, sendo inclufdos como 

componentes da resistencia por PARLEVLIET (1979). 

Para seleccionar simultaneamente para duas ou mais caracteristicas utilizam-se 

com frequencia em melhoramento vegetal, os Indices de selec<;ao. 

ABREU et al. (1991) utilizaram 0 Indice de ELSTON (1963) para ordenar os 

clones de castanheiro quanta ao myel de resistencia, uma vez que este fndice de selec<;ao 

nao entra em considera<;ao com pariimetros geneticos e de parentesco, baseando-se 

apenas no valor fenotfpico observado. Assume-se ainda que, cada caracteristica tern 0 

mesmo valor na selec<;ao e ordena<;ao dos indivfduos. 

Porque a anaJise estatfstica revelou diferen<;a de agressividade dos isolamentos 

de P. cillllamomi, aplicou-se 0 lndice de ELSTON aos valores fenotfpicos obtidos com 0 

isolamento mais agressivo, 0 IMI 335 492 (UT AD 80). 

o Indice de ELSTON para p caracterfsticas toma a forma: 

P 
IE = II (Yi - CD 

i=1 

onde, para efeitos de ordena<;ao, Yi e 0 valor da i-esima caracterfstica e 

. [n (mfnimoYi) - maximo Yij 
Cl = (n-I) 

sendo n 0 numero de genotipos considerados. 

Se numa determinada caracteristica os valores mais baixos correspondem aos 

objectivos do melhorador, multiplicam-se todos os valores por -1, ou enta~ considera-se 

o recfproco de cada urn dos valores. Neste caso concreto considerou-se 0 recfproco do 
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valor da dimensao da lesao que se multiplicou por 1000. antes da transforma~ao 

logaritmica. Nesta caractristica interessam os valores mais baixos dado que corresponde a 

uma maior resisrencia a coloniza~ao dos tecidos. 

Quadro 25 - caJculo do fndice de ELSTON e ordena<;ao dos clones. 

VALOR FENOTIPICO (Yi) In (Yi _ Ci )b) 

CLONES DL(mm) PI (h) IIQL lIDLa) PI iNDICE ORDEM 

UTAD9 24,2 115,2 0,0413 3,32 4,64 15,40 I' 

UTAD7 24,2 87,6 0,0413 3,32 4,33 14,38 2' 

VIMEIRO 33,8 69,6 0,0295 2,76 4,07 11,23 3' 

MARIGOULE 37,3 38,4 0,0268 2,58 3,31 8,54 4' 

UTADI 47,4 58,8 0,Q21O 1,99 3,86 7,68 5' 

UTADll 50,8 49,2 0,0196 1.78 3,64 6,48 6' 

SATNA22 58,2 60,0 0,0171 1,24 3,89 4,82 7' 

UTADl4 57,6 24,0 0,0173 1,29 2.56 3.30 8' 
a) Os val ores da caracteristica I/DL foram multiplicadas por 1000 antes da transforma<;ao 

logaritmica. 

b) Ci = [n (minimoYi) - maximoYil/(n-l) 

A ordena~ao obtida pela aplica~ao do Indice de ELSTON classifica como clones mais 

resistentes 0 UTAD9. UTAD7 e 0 VIMEIRO e como clones mais susceptiveis 0 

UTADll. SATIVA22 e UTADI4. que coincide com a classificar;ao obtida atraves do 

metoda de inocuIa\(ao em ramo destacado. 

6.5 - Conclusoes 

Os resultados obtidos neste estudo. pelo metoda de inocula~ao em ramo 

destacado e por inocula~ao de discos destacados de folha. permitem separar os clones de 

castanheiro quanta ao myel de resistencia que manifestam em rela\(ao a P. cinnamomi. 

A metodologia de inocula~ao em ramo destacado utilizada inicialmente para 

avaliar a agressividade dos isolamentos de Phytophthora. foi posteriormente testada para 

avaliar a resistencia dos diferentes gen6tipos. DIXON et ai. (1984). TIPPETT et al. (1985), 

DOLAN & COFFEY (1989) e ABREU et al. (1991). concluiram que esta metodologia 

permitia separar os diferentes gen6tipos quanta ao grau de resistencia a P. cinnamomi. 

Resultados semelhantes foram obtidos em rela\(ao a outras especies de 

P hytophthora que atacam 0 sistema radicular de plantas lenhosas. nomeadamente em 

P. cactorum (LEMOINE & GAUDIN. 1991) e P. lateralis (HANSEN et al., 1989). 
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A inocula<;:ao em discos destacados de folha evidenciou resultados similares aos 

obtidos pelo metoda de inoculayiio em ramo destacado. Observou-se, no entanto, maior 

dispersiio nos resultados e introduziu algumas alterayoes na ordenayiio dos clones. 

SALESSES et al. (1993), que tambem usaram metodologia semelhante, verificaram que 

existia comportamento diferencial das folhas em funyiio da sua posi<;:iio no ramo, quando 

analisaram este metodo de avaliayiio de resistencia do castanheiro a P. cinnamomi . 

Concluiram, no entanto, que este metoda permitia separar os clones de castanheiro desde 

que as folhas foss em retiradas de ramos em activo crescimento e situadas entre a 6' e 10' 

folha a contar do apice do ramo. 

o metodo de inocula<;:iio em ramo destacado, pela facilidade de execu<;:iio, permite 

avaliar a resistencia de plantas adultas, tomando-o especialmente indicado para avaJiar a 

resistencia de grande quantidade de arvores, aumentando assim a pressao de selec<;:iio nas 

primeiras fases dos programas de melhoramento. 

o periodo de tempo necessario para avaliar a resistencia, situa-se pelos 

processos tradicionais nos 3 ou 4 anos (FERNANDES, 1953 ), e em 2 anos, pelo metodo 

de inoculayiio em ramo de planta intacta. Com 0 metodo de inoculayiio em ramo destacado 

o periodo de tempo para avaliar a resistencia fica substancialmente reduzido, obtendo-se 

resultados validos apenas numa epoca de crescimento anual do hospedeiro. 

Este metodo, porque avalia a resistencia pel a dimensiio da lesao e sao possfveis 

varias repetiyoes de material geneticamente igual, permite a analise estatfstica dos 

resultados que evidenciam, de forma mais clara, as interacyoes que se establecem entre 0 

hospedeiro e 0 parasita. 

A utilizayiio do fndice de selec~ao de ELSTON (1963) que neste estudo conduziu 

a uma ordena<;:ao de clones igual 11 obtida pelo metoda de inocula<;:iio em ramo destacado, 

podera ser urn criterio de selecyiio valioso, nas situayoes em que se avaliam diferentes 

mecanismos de resistencia, nomeadamente a resistencia constitutiva devido, por exemplo, 

a presen<;:a de compostos fen6licos e a resistencia 11 colonizayiio dos tecidos. 

Os resultados dos testes de inocuJa<;:iio avaliados neste trabalho, foram obtidos 

quando os crescimentos do ana apresentavam urn crescimento aproximado de 

30-40cm (fins de Maio) e apenas se poderiio reportar a esta epoca do ano, podendo 

conduzir a resultados diferentes se reaJizados no periodo de repouso ou noutra altura do 

desenvolvimento vegetativo do hospedeiro. 
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ANEXO I 

Clones de castanheiro resistentes a doenc;a 
vegetativamente propagados no ex. Centro 
Investigac;iio e Desenvolvimento Agnirio de Braganc;a 
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da tinta 
Regional 

e 

de 



-Amontoa -9 - Hfbrido nQ 5 

- Amontoa - 11 - Hfbrido J-I-1I60 

- Amontoa - 12-B - Hfbrido Guedes 

- Amontoa -13 - Hfbrido Sativa 

- Amontoa - 17-B - Hfbrido crenata 

- Amontoa - 20-B - Hfbrido nQ 4 x Sativa 

- Amontoa - 21-B - Japones 

- Amontoa - 22 - Longal x Tamba-Gouri 

- Amontoa - 41-B -Molissima 

- Amontoa - 68-A -MxSxC 

- Amontoa - 89-A - Moreira da Silva 

- Amontoa - 90 - Resistente 

- Amontoa - 110 - Sativa-Vimeiro 

- Amontoa - 111 -SxC 

- Amontoa - 116 - (S x C) x S 

- Amontoa - 117-A - (S x CC) x (S x C) 

- Cota-sativa - S x Tamagnini 

- Crenata - Sativa nQ 1 

- Cast. nO - 1104 - Sativa nQ 2 

- Cast. J. Sampaio - Sativa nO 12 

- Colarinha-sativa - Tamagnini 

- Crenata x S x C - Tamba-Gouri 

-C x S 

- Enxertia japones 

- Enxertia-Tamagnini 

- Enxertia nQ 4 

- Hfbrido 

- Hfbrido Alcobaqa 

- Hfbrido nQ 4 
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ANEXO II 

Perfil das proteinas miceliais dos 8 isolamentos de Phytophthora 
em PhastGel IEF 4·6,5 e sua amplia<;iio fotognifica 
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