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RESUMO

O ciclo hiolégico dePhytophthora cin-
namomi Rands eP. cambivora (Petri)
Buisman espécies associadas com a Doen-
¢a da Tinta do Castanheiro, ocorre inte-
gralmente no ambiente solo. A presenca de
gualquer uma destas espécies parasitas
inviabiliza as novas plantacbes de casta-
nheiro e coloca sérios problemas a manu-
tencdo dos soutos ja instalados. Para garan-
tir a auséncia de propagulos dos parasitas
no material de multiplicacdo do castanhei-
ro e avaliar o estado sanitario dos solos é
necessario que os métodos de deteccéo
sejam sensiveis e rapidos, 0 que nem sem-
pre é conseguido com as espéciePlg-
tophthora cujo ciclo de vida ocorre no
ambiente solo. Neste estudo desenvolveu-
se e optimizou-se um método de biodetec-
¢do conjugado com a utilizacdo de meios
de cultura selectivos. Como material bio-
l6gico utilizaram-se discos de folha de cas-
tanheiro Castanea sativajazevinho [lex
aquifolium) e caméliaCamellia japonic,
em condicBes de temperatura constante
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(25°) e em condi¢des normais de laborato-
rio com a adicdo ou ndo de biocidas (pima-
ricina e penicilina) na 4gua de diluicdo do
solo. Os discos de folha de castanheiro
foram mais eficientes na deteccaoRte/-
tophthora, obtendo-se maior percentagem
de isolamentos positivos no meio de cultu-
ra selectivo (RVPH). Os resultados obti-
dos neste estudo permitiram estabelecer
um protocolo experimental de facil utiliza-
¢céo e tornar mais eficiente a deteccdo de
Phytophthora cinnamonassociada com a
Doenca da Tinta do Castanheiro.

ABSTRACT

The life cycle of Phytophthora cinna-
momi Rands and P. cambivora
(Petri)Buisman, both species associated
with Ink Disease of Chestnut, occurs en-
tirely in soil. The presence of any of these
parasitic species is a limiting constraint for
new plantations of sweet chestnut and repre-
sents a serious problem for established
groves. Sensitive and fast detection methods
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are necessary to guarantee the absence of Doenca da Tinta (Anselrait al, 1996; Tur-

inoculum in the propagation material and to
evaluate the sanitary condition of soils. In
this study a method that involved a baiting
assay conjugated with selective agar me-
dium was developed. As biological baits,
leaf discs of sweet chestnufgstanea sa-
tiva), holly trees {ex aquifolium) and ca-
mellia Camellia japonicg were used, at 25
°C and normal laboratory conditions with or
without addition of biocides (pimaricin and
penicillin) in the water of soil dilution. The
leaf discs of sweet chestnut were more effi-
cient for detection ofPhytophthora and
greater percentage of positive isolations
were always obtained in the selective me-
dium PoVPH. Results of this study allow us
to establish an efficient protocol for detec-
tion of P. cinnamomiassociated with Ink
Disease of Chestnut in the rhizosphere of
sweet chestnut.

INTRODUCAO

Phytophthora cinnamomiRands e P.
cambivora (Petri) Buisman, duas espécies
do génerdPhytophthoracujo ciclo de vida
ocorre integralmente no ambiente solo, pro-
vocam no castanheiro sintomatologia seme-
lhante (Tucker, 1931; Pimentel, 1947,
Urquijo Landaluze, 1947; Crandall, 1950;
Grente, 1961). Em Portugal foram identifi-

chetti & Maresi, 2000). Vettrainet al,
(2001) em estudos de etiologia da Doenca
da Tinta em Italia confirmam essa relagao,
ndo tendo detectad®. cinnamomigmbora
tenham obtido da rizosfera de castanheiros
P. cambivoraP. citricola, P. cactorumeP.
gonapodyides A presenca de diferentes
espécies em doengas radiculares é uma
situacdo frequente eRhytophthorae veri-
ficado em muitas outras situagdes epidémi-
cas (Grente, 1961; Bolay, 1992) e por essa
razdo analisadas pela abordagem seguida
por Walace (1978) no contexto das doencas
denominadas de etiologia complexa.

A Doenca da Tinta conduz invariavel-
mente ao declinio e a morte do castanheiro e
0s parasitas, uma vez introduzidos no solo,
rapidamente se multiplicam e disseminam
para &reas cada vez mais alargadas. A pro-
ducéo de material de propagacdo de casta-
nheiro isento de propagulos destes parasitas
e a plantacdo em solos onde os parasitas néo
estejam presentes sdo assim requisitos basi-
COos para o0 sucesso das novas plantacfes de
castanheiro. Para se garantir a qualidade do
material de propagacéo e conhecer o estado
sanitario dos solos séo necessarios métodos
de deteccao sensiveis e rapidos. No entanto,
as espécies dehytophthora cujo ciclo de
vida ocorre no ambiente solo, sdo dificeis de
isolar a partir dos tecidos vegetais, do solo e
dos substratos utilizados na produgdo de

cadas as duas espécies (Fernandes, 1966) plantas em viveiro (Tsao, 1970; 1987). Os
sendoP. cinnamomiconsiderada a espécie meétodos de biodeteccdo baseiam-se na
preponderante por ser mais frequentemente patogenicidade selectiva das espécies de
isolada. Em estudos mais recentes relacio- Phytophthorapara o tecido utilizado como
nados com a Doenga da Tinta (Gouveia, armadilha biologica (Eckert & Tsao, 1962)
2004) indica a presenca das duas espécies e 0s meios de cultura selectivos permitem o
em plantas de castanheiro seiocinna- isolamento e o crescimento das espécies de
momide igual forma a mais frequente e com Phytophthora em cultura (Tsao, 1987
uma distribuicdo generalizada. Em Franga 1990). As técnicas de biodetec¢do utilizam
existem igualmente as duas espécies (Gren- determinados 6rgdos de plantas suscepti-
te, 1961;1978) enquanto em ltalia, apenas a veis, ou mesmo toda a planta, como meio
espécieP. cambivorafoi associada com a  privilegiado de desenvolvimento dos propa-
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gulos de resisténcia dos parasitas (Dastce
al., 1975; Shevet al, 1979; Erwin & Ribei-

ro, 1996). A eficiéncia destas técnicas
dependem em grande medida da susceptibi-
lidade do material utilizado como armadi-
lha, do desenvolvimento de sintomas carac-
teristicos nesses tecidos vegetais e das con-
dicbes de incubacdo que maximizem as
hipoteses de formacdo e libertacdo dos
Zo0Osporos, 0s propagulos primarios no pro-
cesso de infec¢do. Para a biodetec¢dB.de
cinnamomiuma espécie com capacidade de
causar infeccdo em muitas espécies vegetais
e invadir ecossistemas inteiros, estéo descri-
tos elevado nimero de protocolos utilizando
0s mais variados tecidos vegetais como
radiculas de tremoceirdpinus angustifo-
lius), cotilédones de eucalipto, frutos como

deteccdo para além de constitui uma refe-
réncia de comparacgdo é também uma forma
de obter DNA do parasita (Winton & Han-
sen, 2001; Bonantst al, 2004) ou ainda
para ultrapassar dificuldades relacionadas
com a extracgdo do DNA do parasita a par-
tir do solo (Nechwatadt al, 2001).

Com este trabalho pretende-se desenvol-
ver um método com a utilizagdo de discos
de folha de castanheiro para a deteccdo de
agentes da Doenca da Tinta do Castanheiro
e identificar e optimizar os factores e as
condi¢cbes ambientais que potenciam o iso-
lamento positivo dos parasitas.

MATERIAL E METODOS

0 abacate, macés e peras assim como discos O protocolo para a deteccao Ee cina-

de folhas de abacateiro, azélea e ananés
como o apresentado de forma detalhada em
Zentmyer (1980); Tsao, (1987) e Erwin &
Ribeiro (1996). Os métodos de biodeteccéo
continuam a fazer parte integrante dos
métodos de diagnéstico nas espécies de
Phytophthoreclassificadas na Europa como
organismos de quarentena cofofraga-

riae Hichman varfragariaee P. ramorume

momiassociada com a Doenca da Tinta do
Castanheiro foi estabelecido com base na
realizacdo de um ensaio com quatro repeti-
¢Oes por modalidade para avaliar o efeito do
tecido utilizado como armadilha: castanhei-
ro (C. sativd, azevinho I aquifolium,
camélia C. japonicg, o efeito da presenca
de biocidas na &gua de diluicdo do solo
(penicilina - 50 mg [* e pimaricina - 50 mg

nas espécies considerados como organismos L™) e o efeito das condicdes de incubacéo

prejudiciais. Em termos praticos, a biode-
teccdo constitui uma amplificac@o biologica
do parasita e desempenha um papel impor-
tante na aplicacdo dos métodos imunolégi-
cos ou moleculares de diagnéstico. O teste
de Cahill & Hardham (1994) baseado na
utilizacdo de anticorpos monoclonais, ini-
cia-se como um teste classico de biodetec-
¢do em que o0 geotropismo negativo dos
zoOsporos e a atraccdo para determinadas
substancias quimicas permitem a sua captu-
ra e fixacdo em tiras que depois de incuba-
das com os anticorpos séo visualizados pela
deposicao de um corante insoltvel por adi-
¢do de um conjugado enzimatico. Nos
métodos moleculares de diagnostico a bio-

(temperatura ambiente, temperatura cons-
tante - 25 °C) ao abrigo da luz e o tempo de
“armadilhagem” (periodo de tempo em que
os discos de tecido foliar se mantém na sus-
penséo do solo). O ensaio foi estabelecido
utilizando um substrato de terra vegetal e
areia na propor¢cdo de 3:1 inoculado com
0.5% (v/v) deP. cinnamomiEste substrato

foi colocado em vasos com dez litros de
capacidade onde se plantaram castanheiros
gue se mantiveram em estufa, com rega
semanal por inundacéo e rega por nebuliza-
¢ao a intervalos regulares durante o periodo
diurno, durante trés meses. O substrato de
terra vegetal e areia onde cresceram o0s cas-
tanheiros foi diluido, para todas as modali-
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dades e repeticbes, na propor¢do de 1:4
(viv) (20 ml de substrato/80 ml de agua)
com agua destilada ou agua destilada a que
se adicionou 50 mgtde penicilina e 50
mg L* de pimaricina, como anteriormente
referido e colocado em placas de Petri de
120 mm. Em cada modalidade colocam-se a
flutuar vinte discos de 0,5 cm de diametro
de folha de castanheiro, camélia ou azevi-
nho e colocaram-se em condi¢cbes normais
de laboratorio (Junho) e em estufa de incu-
bacdo a 25+2°C. Passado 24, 48, 72 e 96
horas retiram-se de cada modalidade em
estudo 5 discos por repeticéo e avalia-se em
meio selectivo BVPH de Tsao & Guy
(1977) a presenca @ cinnamomiO para-

sita é confirmado por observagao microsco-
pica das hifas as 24, 48, 72 e 96 horas
depois do processo de isolamento. Os resul-
tados do isolamento sdo expressos em per-
centagem de isolamento positivo Blecin-
namomitendo-se considerado para a analise
estatistica os valores cumulativos no final
do periodo de observacdo. A analise estatis-
tica dos resultados foi realizada no software
SPS$ 16.0.

RESULTADOS
O padrdo de detec¢do Becinnamoma

partir dos tecidos vegetais utilizados como
armadilha revelou que os discos de folhas

de castanheiro manifestaram um comporta-
mento diferente e com uma percentagem de
isolamento positivo d®. cinnamomimuito
elevado quando comparado com as folhas
de camélia ou azevinho. Em camélia e aze-
vinho s6 se obtiveram isolamentos positivos
as 96 horas de “armadilhagem” o que cor-
responde a ndo detecgdo do parasita em
todos os outros tempos em estudo. As 96
horas de “armadilhagem” os discos de
folhas de camélia permitiram obter isola-
mentos positivos de. cinnamoméem todas

as modalidades ensaiadas, evidenciando
ainda grande variabilidade entre modalida-
des e repeticdes e com percentagem de iso-
lamento positivo muito inferior ao obtido
com os discos de folhas de castanheiro. Os
discos de folha de azevinho apresentam um
padrdo de deteccdo das espécieP.den-
namomiainda mais irregular e com reduzida
capacidade de detec¢do na maioria das con-
dicbes em estudo evidenciando, no entanto,
uma elevada capacidade de deteccdo quan-
do em condicbes de temperatura ambiente
na presenca de biocidas na dgua de diluicdo
do solo (Quadro 1).

Para comprovar estatisticamente as dife-
rencas entre hospedeiros, no que se refere a
capacidade de isolamento positivo He
cinnamomji optou-se por uma abordagem
de andlise estatistica ndo-paramétrica por se
averiguar que ndo eram cumpridos os pres-
supostos de normalidade e homogeneidade

QUADRO 1 —Percentagem de isolamento positivo médio dehytophthora cinnamomem meio
selectivo RoVPH obtido a partir dos discos de folha de castanheiro, camélia e azevinho nas dife-
rentes modalidades e nos diferentes tempos de “armadilhagem”

Modalidade Isolamento positivo médio dghytophthora cinnamon(?o)

Tecido hospedeiro Castanheiro Camélia Azevinho

Tempo “armadilhagem” (horas)24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96
Temperatura Ambiente 45 50 60 60 0 0 0 5 0 0 0 5
Temperatura Constante 65 45 50 60 0 0 0 40 0 0 0
Temp. Amb com Biocidas 75 65 60 70 0 0 0 40 0 0 0

Temp. Const. com Biocidas 65 40 25 70 0 0 0 20 0 0 0
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de varidncias entre grupos (hospedeiros)
para a variavel “isolamento positivo”. O
pressuposto de normalidade foi avaliado
através de teste de Kolmogorov-Smirnov
(K-S) e o pressuposto de homogeneidade de
variancias foi avaliado através do teste de
Levene. Tentaram-se ainda, sem éxito,
diversas transformacfes das variaveis.

Assim, para testar se as percentagens de
isolamentos positivos observadas séo signi-
ficativamente diferentes entre hospedeiros,
trabalhou-se com as ordens das observa-
¢bes, tendo-se utilizado a ANOVA de
Kruskal-Wallis seguida de uma comparacéo
multipla de médias das ordens pelo teste de
Tukey (Zar, 1999).

Os resultados evidenciaram que o hospe-
deiro tem um efeito significativo sobre o
nimero de isolamentos positivosiX(2) =
111.6;p<0,001; N=192). Atendendo a com-
paracdo multipla de médias das ordens para
um nivel de probabilidade = 0,05, verifi-
ca-se que o castanheiro, apresenta uma per-
centagem de isolamentos positivos signifi-
cativamente diferente dos restantes dois
hospedeiros, a camélia e o azevinho
(p <0,001), com um numero de isolamentos
positivos claramente superior. Repare-se
gue em camélia e em azevinho se registam
maioritariamente valores de 0% de isola-
mento positivo, com as observacfes de per-
centagem de isolamento positivo superior a
0% a aparecerem identificadas como
“outliers” (simbolo *) no diagrama de
extremos e quartis (Figura 1).

Apobs a verificacao estatistica da maior efi-
ciéncia do castanheiro no isolamentoRle
cinnamomiaveriguou-se se as condi¢cbes de
incubacdo (Modalidade) e o tempo de
“armadilhagem” (Tempo) tiveram influéncia
significativa na percentagem de isolamento
positivo observada em castanheiro. Recorreu-
se a uma ANOVA a dois factores néo-
paramétrica com repeticdes, trabalhando com

de Scheirer-Ray-Hare (Sokal & Rohlf, 1995).

100 *

Isolamentos (%)

a b b

0

T i
CAMELIA AZEVINHO

hospedeiro

Figura 1 — Distribuicdo da percentagem de iso-
lamento positivo dePhytophthora cinnamomi
obtida em castanheiro, camélia e azevinho. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre
distribuicdes de acordo com o teste de Kruskal-
Wallis seguido de uma comparagdo multipla de
médias das ordens pelo teste de Tukey para
a=0,05. (*)valores identificados como “outliers”

T
CASTANHEIRD

A andlise estatistica, para um nivel de sig-
nificAnciac = 0.05, ndo evidenciou diferen-
¢as significativas, quer ao nivel dos factores
condi¢cbes de incubagdo e tempos de “arma-
dilhagem”, quer ao nivel da interac¢do, no
gque respeita a percentagem de isolamento
positivo deP. cinnamom{Quadro 2).

QUADRO 2 —ANOVA néo paramétrica da
percentagem de isolamento positivo dehy-
tophthora cinnamomiobtido com discos de
folha de castanheiro Castanea sativanas
diferentes condi¢gbes ambientais (Modalida-
de) e tempo de “armadilhagem” (Tempo)

Fonte de variacéo SQ GL H P
Modalidade 810,969 3 2,424 0,48910
Tempo 1291,094 3 3,860 0,27701
Modalidade * 1428,063 9 4,269 0,89281
Tempo
Repeticbes  3530,125 15

SQ - soma dos quadrados das ordens; GL — graus de
liberdade; H — estatistica de tddteP —valor-p do teste

as ordens das observagdes através da técnica As condicdes de temperatura (temperatura
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constante e temperatura ambiente) néo
influenciaram o padréo de deteccdo em cas-
tanheiro, apresentando valores muito seme-
lhantes e sem diferencas significativas nas
duas modalidades em estudo. A presenca de
pimaricina (50 mg L) e penicilina (50 mg
L™ na agua de diluicdo do solo proporcio-
nou um ligeiro aumento da percentagem de

100 - O Temp. anbierte

90 1
a0 1
70
60
a0 1
40 1

3 OTemp. corstants
301
201

3
7
10

Nodaldade

Figura 2 — Média da percentagem de isolamento

positivo dePhytophthora cinnamonmias diferen-

tes modalidades. Isolamento em meio selectivo
P VPH, em 5 discos de folha de castanheiro,

por cada modalidade e repeticdo. As barras deli-
mitam o valor do desvio padrdo da média de iso-
lamento positivo. Colunas com a mesma letra
indicam diferencas ndo significativas para um

nivel de significancia = 0,05.

H Temp. ambienite + antibidtico

B Temp. corstante + antbitico

Média dha % de isolamentos positivos

Figura 3 — Média da percentagem de isolamento
positivo dePhytophthora cinnamonmios diferen-

tes tempos de “armadilhagem”. Isolamento em
meio selectivo B VPH, em 5 discos de folha de
castanheiro, por cada tempo de “armadilhagem’e
repeticdo. As barras delimitam o valor do desvio
padrdo da média de isolamento positivo. Colunas
com a mesma letra indicam diferencas néo signi-
ficativas para um nivel de significanaia 0,05.

isolamento positivo quando em condi¢des
de temperatura ambiente embora com dife-
rencas estatisticamente néo significativas
em relagdo as outras condigdes em estudo
(Figura 2). O tempo de “armadilhagem”
também néo alterou o padrédo de deteccéo de
P. cinnamomin&o existindo diferencas sig-
nificativas entre os valores obtidos para o0s
diferentes tempos em estudo (Figura 3).

DISCUSSAO

Os métodos de deteccédo biolégicos por
se basearem na patogenicidade das espé-
cies dePhytophthorapara um determina-
do hospedeiro ou tecido vegetal depen-
dem directamente das condi¢cbes que
favorecam o processo de patogénese. O
sucesso do método depende da formacao
e da libertacdo dos zodsporos, os propa-
gulos primarios da infec¢do dos tecidos
vegetais e da susceptibilidade dos tecidos
utilizados como armadilha (Cameron &
Carlile 1977; Newhoolet. al, 1981; Car-
lile, 1987; Tsao, 1987). As condi¢cBes
experimentais de temperatura e luminosi-
dade sédo igualmente determinantes da efi-
cécia do método assim como a proporgao
solo/agua.

Neste trabalho utilizou-se uma propor-
¢do solo/agua elevada por ser considerada
mais eficazes na deteccao Pleytophtho-
ra sp. como o referido na revisdo de Tsao
(1987). Os discos de folha de castanheiro
foram os tecidos mais eficientes na detec-
¢do deP. cinamomitendo ainda eviden-
ciando maior percentagem de isolamento
positivo do parasita e da mesma ordem de
grandeza em todas as modalidades estu-
dadas. Camélia e azevinho, espécies de
folha persistente e incluidas na lista de
hospedeiros d®. cinnamomi(Zentmyer,
1980) evidenciaram menor eficacia na
deteccdo deP. cinnamomiapresentando
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variacdes acentuadas entre as diferentes mi sendo recomendado a utilizacdo de
modalidades em estudo. Estas espécies agua destilada e esterilizada na propor¢éo
vegetais, por terem a capacidade de detec- de 1:4 e utilizar como tecido armadilha
tar P. cinnamomig serem de folha persis-  discos de folha de castanheiro colocadas a
tente, podem constituir uma alternativa & flutuar em placas de Petri de 120 mm a
utilizacdo do castanheiro desde que as temperatura ambiente. O isolamento em
condi¢cbes de ensaio sejam optimizadas. meio selectivo deve ser efectuado passado
As condi¢des de temperatura ndo influen- 24 horas da realizacdo do teste de biode-
ciaram o padrao de deteccdo e a eficacia teccdo e a observagdo microscopica das
de deteccdo dP. cinnamominos discos hifas ser iniciada as 24 horas de incuba-
de castanheiro, embora as condi¢cbes de ¢&o e deve ser mantida até as 96 horas.
temperatura constante tenham sido mais Este método, optimizado a partir de
favoraveis em camélia. A adi¢do de bio- substratos de terra vegetal inoculado com
cidas a agua de diluicdo do solo (pimari- P. cinnamomi que corresponde a uma
cina - 50 mgL* e penicilina - 50 mgt) situacdo simplificada em relacdo a com-
aumentou a percentagem de isolamentos plexidade existente nos solos naturais,
positivos em todas as armadilhas biolégi- esta a ser utilizado com sucesso na detec-
cas e permitiu mesmo aumentar a eficacia ¢ao a partir do solo das espéciesPthy-

de isolamento em camélia e azevinho que, tophthora associadas com a Doenca da
sem a adi¢cdo destas substancias, apresen- Tinta em planta¢cfes jovens de castanheiro
tavam valores de isolamento positivo (dados ndo apresentados). Sera também
muito baixo ou mesmo nulo no caso do utilizado em estudos posteriores como
azevinho. A conjugacdo da deteccdo bio- referéncia para avaliar a sensibilidade dos
I6gica e dos meios de cultura selectivos métodos moleculares de diagnéstico e da
constitui um método eficiente e de facil sua validade como métodos de deteccao
concretizacdo para a deteccaoRiecin- de Phytophthoraassociadas com a Doen-
namomi A biodetecgdo permite obter c¢a da Tinta do Castanheiro presente nos
tecidos vegetais recentemente infectados e solos e substratos utilizados em viveiro na
0s meios selectivos possibilitam o seu producdo de material vegetal de propaga-
facil isolamento em cultura, crescimento e  ¢ao.

identificacdo, aumentando assim a efica-

cia da detec¢cdo no ambiente solo. A uma

maior eficacia do método de deteccdo REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
acresce ainda a diminuicdo do tempo

necessario para concretizar o teste, uma Anselmi, N., Giordano, E., Vannini, A.,
vez que nao é necessario esperar pelo apa-  Troiani, L., Napoli, G., Crivelli L. 1996.

recimento de sintomas caracteristicos nos Il mal dell'inchiostro del castagno in Ita-
tecidos vegetais como o referido em mui- lia: una vecchia malattia ritorna attuale.
tos dos protocolos. Este método possibili- Linea Ecologicab (27): 39-44.
ta ainda um processamento adequado das Bolay, A. 1992. Les dépérissements des ar-
amostras mesmo quando em ndmero ele- bres frutiers dus a des champignos du
vado o que permite a sua utilizagdo em genere Phytophthora en Suisse Ro-
laboratérios de diagndstico fitopatoldgico. mande et au TessiRevue Suisse Viti-
O trabalho realizado permitiu optimizar culture Arboriculture Horticulture 24

as condicdes de deteccéo Plecinnamo- (5): 281-292.



METODO EFICIENTE PARA A DETECCAO DFPhytophthora cinnamomi

137

Bonants P. J. M., Gent-Pelzer, M. P. E,,
Hooftman, R., Cooke, D. E. L., Guy, D.
C. and Duncan, J. M. 2004. A combina-
tion of baiting and different PCR for-
mats, including measurement of real-
time quantitative fluorescence, for the
detection ofPhytophthora fragariagn
strawberry plantsEuropean Journal of
Plant Pathology11Q 689-702.

Cahill, D. M. and Hardham, A. R. 1994. A
dipstick immunoassay for the specific
detection ofPhytophthora cinnamonin
soils.Phytopathology84: 1284-1292.

Camerom, J. N. and Carlile, M. J. 1977.
Negative geotaxis of zoospores of the
fungus Phytophthora Journal of Gen-
eral Microbiology,98: 599-602

Carlile, J. M. 1987. Motility, taxis and tro-
pism in Phytophthora. InD. C. Erwin,

S. Bartnicki- Garcia, P. H. Tsao (Eds.),
Phytophthora its Biology, Taxonomy,
Ecology, and PathologPS Press: 95-
107.

Crandall, S. B. 1950. The distribution and
significance of the chestnut root rot Phy-
tophthoras,

P. cinnamomiand P. cambivora Plant
Disease ReporteB4 (6): 194-196.

Dance, M. H., Newhook, F. J., Cole, J. S.
1975. Bioassay dPhytophthoraspp. in
soil. Plant Disease Reporteb9: 523-
527. (Cit: Tsao, 1987).

Eckert, J. W., Tsao, P. 1962. A selective an-
tibiotic medium for isolation ofPhy-
tophthora and Phythium from plant
roots.Phytopathology52 771-777.

Erwin, C. & Ribeiro, K. 1996. Phy-
tophthora Diseases WorldwideThe
American Phytopathological Society. St
Paul, Minnesota. APS Press.

Fernandes, C. T. 196& “Doenca da Tin-
ta® dos castanheiros. Parasitas do
género Phytophthorde Bary. Direc¢éo
Geral dos Servicos Florestais e Aquico-
las, Alcobaca.

Gouveia, M. E. 2004viétodos moleculares
na identificacdo, caracterizagdo e
deteccdo de Phytophthora cambivora
(Petri) Buisman e Phytophthora cinna-
momi Rands associadas com a doenca
da tinta do castanheitoUTAD, Vila
Real.

Grente, J. 1961. La maladies de I'encre du
chataignier. |-Etiologie et biologigAn-
nual Epiphytiesl2 (1): 6-24.

Grente, J. 1978. Les maladies du chétai-
gnier. In Bergougnoux, F., Verlhac, A.,
Breisch, H., Chapa, J. (Ed$.¢ chatai-
gnier. Production et cultureJournées
Nationales du Chataignier de Brive -
Malemort, Nov. 1978.

Nechwatal, J., Schlenzig, A. Jung, T.,
Cooke, D. E. L., Duncan, J. M. and
Oswald, W. F. 2001. A combination of
baiting and PCR techniques for the de-
tection ofPhytophthora quercinandP.
citricola in soil samples from oak
stands. Forest Pathologj; 85-97.

Newhook, F. J., Young, B. R., Allen, S. D.,
Allen, R.N. 1981. Zoospore motility of
Phytophthora cinnamonin particulate
substrates.Phytopathologishe Zeitsch-
rift, 101 202-9.

Pimentel, A. L. 1947. APhytophthora cin-
namomiRands, um outro agente, extre-
mamente virulento, da “doenca da tinta”
do castanheiro. Separata Algronomia
Lusitang Volume IX, Tomo lIl.

Shew, H. D., Benson, D. M., Grand, L. F.
1979. A comparison of baits for isolat-
ing Phytophthora cinnamonfrom soil.
(Abstr.) Phytopathology 69: 532. (cit:
Tsao, 1987).

Sokal, R. S., & Rohlf, F. J. 199Biometry
Ed. 3. W. H. Freeman, New York.

Tsao, H. P. & Guy, O. S. 1977. Inhibition of
Mortierella and Pythium in a Phy-
tophthora isolation medium containing
hymexazol. Phytopathology 67: 796-
801.



138

REVISTA DE CIENCIAS AGRARIAS

Tsao, H. P. 1970. Selective media for isola-
tion of pathogenic fungiAnnual Re-
view. Phytopatholog: 157-186.

Tsao, H. P. 1987. Factors affecting isolation
and quantification oPhytophthorafrom
soil. In: D. C. Erwin, S. Bartnicki- Gar-
cia, P. H. Tsao (EdsPBhytophthora its
Biology, Taxonomy, Ecology, and Pa-
thology.APS Press : 219-236.

Tsao, H.P. 1990. Why many Phytophthora
root rots and crown rots of tree and hor-
ticultural crops remain undetected. Bul-
letin OEPP/EPPQ0:11-27.

Tucker, C. M. 1931. Taxonomy of the ge-
nus Phytophthorade Barry. Missouri
Agricultural. Expérimental. Station. Re-
search. Bulletin. 153 Cit: Grente, J.
1961. La maladies de l'encre du chatai-
gnier. |-Etiologie et biologieAnn. Epi-
phyties 12 (1): 6-24.

Turchetti, T. and Maresi, G. 2000. Effects of

diseases on chestnut orchards and forest

ecosystems. Ecologia Mediterran@as,
(1-2): 113-121.
Urquijo Landaluze, P. 1947. Revision taxo-

némica de los hongos productores de la
enfermedad del castafio llamada de la

“tinta”. Ministerio de Agricultura, Insti-
tuto Nacional de Investigaciones Agro-
némicas. Estacion de Fitopatologia
Agricola de la Corufia. Trabajos (serie
Fitopatogia) 188 Madrid.

Vettraino, A. M., Natili, G., Anselmi, N.
and Vannini, A. 2001. Recovery and
pathogenicity ofPhytophthoraspecies
associated with a resurgence of Ink Dis-
ease inCastanea Sativan Italy. Plant
Pathology50(1): 90-96.

Wallace, H. R. 1978. The Diagnosis of plant
diseases of complex etiology. Annual.
Review Phytopathology,6:376-402.

Winton, L. M. & Hansen, E. M. 2001. Mo-
lecular diagnosis oPhytophthora later-
alis in trees, water, and foliage baits us-
ing multiplex polymerase chain reaction.
Forest Pathology31: 275-283.

Zar, J.H., 1999Biostatistical Analysis4th
ed. Prentice-Hall International Inc.
Englewood Cliffs, New Jersey.

Zentmeyer, G. A. (1980)Phytophthora
cinnamomi and the Diseases it Causes
Monograph 10. American Phytopa-
thological Society. St Paul (USA).





