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Resumo

O castanheiro europeu (Castanea sativa) assume grande importancia no nosso pais
principalmente através do seu fruto, a castanha. A sustentabilidade dos nossos soutos € ameacada
pela elevada suscetibilidade do castanheiro europeu a uma das mais importantes doencas
associadas a esta esséncia florestal. A doenca da tinta, causada pelo oomiceta Phytophthora
cinnamomi é responsavel por danos consideraveis, nas raizes, tronco e copa do castanheiro,
causando perdas econdmicas considerdveis se ndo a morte da arvore. Nas Ultimas décadas, os
métodos de controlo alternativos aos quimicos tém ganho importancia com o objetivo de reduzir os
elevados custos econdmicos e ambientais da aplicacéo de produtos quimicos.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo estudar métodos de luta alternativos a luta
guimica, nomeadamente através da utilizacdo de fungos antagonistas ou produtos derivados do seu
metabolismo. Foram realizados testes in vitro com o objetivo de selecionar fungos antagonistas de P.
cinnamomi. Posteriormente realizaram-se ensaios in planta com o objetivo de estudar a aplicabilidade
do fungo/produto derivado selecionado. Foi possivel selecionar o fungo Omphalotus olearius, cujo
extrato, testado in vitro, foi inibidor do crescimento e esporulacdo do agente patogénico Phytophthora

cinnamomi.

Palavras-chave: Castanea sativa, Phytophthora cinnamomi, controlo alternativo, fungos

antagonistas, inibicdo, Omphalotus olearius



Abstract

The European chestnut (Castanea sativa) is of great importance in our country through its
fruit, the sweet chestnut. The sustainability of our groves is threatened by the high susceptibility of
European chestnut to one of the most important diseases associated with this species. The ink
disease caused by Phytophthora cinnamomi inflicts considerable damage in the chestnut (roots, trunk
and canopy) causing substantial economic losses if not the death of the tree. In recent decades,
alternative methods to chemical control have become increasingly important in order to reduce the
high economic and environmental costs of the successive application of chemicals.

Thus, this work aimed to study and select a control method alternative to chemicals, namely
the use of antagonistic fungi or their culture filtrates as biocontrol agents. In vitro tests were performed
with the aim of selecting antagonistic fungi. Subsequently, in planta tests were conducted with the aim
of studying the applicability of the fungus and cultures filtrates selected. Omphalotus olearius was the
most potential fungus in inhibiting, in vitro, either the growth or the sporulation of Phytophthora

cinnamomi.

Key-words: Castanea sativa, Phytophthora cinnamomi, alternative methods, antagonistic fungi,

inhibition, Omphalotus olearius



Extended Abstract

The European chestnut (Castanea sativa) is highly important to Portugal, mainly because of
its fruit, the chestnut, which has high economic value, mainly in winter, when it reaches the highest
values. It is estimated that the world production of chestnut reaches about 1.2 million tonnes per year
and Portugal produces about 2%. In 2012 stands of European chestnut in Portugal, managed to
produce chestnut, occupied an area of 34,656 ha and in that year export earnings of this fruit
exceeded EUR 30 million.

From the 70s of the XX century the area of European chestnut sharply decreased and
reached a minimum, in 1986, of 14,600 ha. This decrease was mainly due to infections caused by
pathogens that are lethal to the plants. One of the major pathogens associated with the decline of the
European chestnut is the species Phytophthora cinnamomi, responsible for the so called ink disease.
This species was considered the most important pathogen in C. sativa in Portugal and Spain.

The pathogen P. cinnamomi belongs to the kingdom Chromista and class Oomycetes. This
species has long been assigned to kingdom Fungi despite possessing some singularities in relation to
other so called fungi. For example, it doesn’t synthesize sterols, which makes it insensitive to the
fungicides that interfere with the sterol biosynthesis. This species reproduces asexually (by sporangia
containing zoospores) or sexually (heterothallic species), although asexual reproduction is more
common. The zoospores, produced in sporangia, are mobile and are considered the most efficient
propagules in the infection process.

Phytophthora cinnamomi is a soilborne oomycete that infects the plants through the roots. The
zoospores germinate and produce a germ tube that penetrates through the epidermis of the root,
colonizing the tissues of the host inter- and intracellularly, feeding on nutrients present in the cell
content. As the infection begins by roots, the early detection of the disease is quite difficult and when
aboveground symptoms appear the disease is already in an advanced stage of development and the
tree has a low chance of survival.

The species C. sativa is highly susceptible to P. cinnamomi. Thus, the control of ink disease
should integrate different control methods: genetic, cultural, chemical and biological control

The use of biological methods, the target of this work, has been the subject of numerous
researches, looking for alternatives to chemicals. Biological methods should be less expensive and
environmentally friendly, while decreasing the risk of the population of the to develop resistance to
fungicides used against Oomycetes. The use of fungi as a biological control method has been widely
studied due to the fact that many of these compete with the oomycete becoming antagonists. The
macrofungi associated with the chestnut tree are mostly ectomycorrhizal. Several studies suggest a
protective effect of ectomycorrhizal fungi against P. cinnamomi in chestnut trees, which may be
connected with their structural components (Hartig net and mantle).

The proven existence of antagonistic organisms to P. cinnamomi in the rhizosphere seems so
important that its possible use can be recommended for controlling the pathogen. If the antagonistic
organisms find favourable conditions to establish themselves in the rhizosphere, they might even have

a longer lasting protective effect on plants than that of most active substances currently used.



Therefore, with the main objective of exploring control methods against P. cinnamomi that can
be an alternative to the use of pesticides, the following tests were carried out:

1. In vitro evaluation and selection of antagonistic fungi to P.cinnamomi: 26 isolates of
potentially antagonistic fungi belonging to 18 species (9 saprophytic species and 9 mycorrhizal
species) were tested in confrontation with one isolate of P. cinnamomi. Results showed that, both
among saprophytic and mycorrhizal fungi, there are isolates which have an inhibiting effect on the
development of P. cinnamomi.

2. Subsequently, antagonistic tests were conducted in order to analyse the effect of the extract
derived from the metabolism of the above selected fungi on the mycelial growth of P. cinnamomi. In
this test it was possible to select the fungus Omphalotus olearius as the one that produced the extract
with most promising results.

3. Next, the inhibitory effect of the extract of O. olearius on the mycelial growth of two isolates
of P. cinnamomi was tested. The results showed that there was an inhibitory effect of the extract on
the mycelial growth on both isolates of P. cinnamomi.

4. As the zoospores are the most efficient propagules in the infection process, it was decided
to test the effect of the extract of O. olearius on the sporulation of P. cinnamomi. The results indicate
that there is indeed an inhibitor effect of the extract on the production of sporangia of P. cinnamomi,
although dependent on the concentration in which it is present.

5. In order to study the applicability of the extract of the fungus O. olearius as a method of
control of P. cinnamomi in natural conditions, tests were conducted in chestnut trees kept in nursery
conditions. The extract was applied, simultaneously or one week after inoculation of the soil with
P. cinnamomi, by watering.

Due to the recognized protective effect conferred by ectomycorrhizal fungi against P.
cinnamomi in chestnut trees and the diversity of species commonly found in association with this
species, this work also evaluated the effect of two ectomycorrhizal fungi, Paxillus involutus and
Laccaria bicolor, on the tolerance of the plants to the pathogen.

This work proved the existence of antagonism between some fungi (mycorrhizal and
saprophytic) and P. cinnamomi, and it was possible to select two fungi whose antagonism with P.
cinnamomi was evident.

In controlled environment, the extract derived from the metabolism of the fungi O. olearius
proved to be effective in controlling the oomycete, inhibiting the mycelial growth and the formation of
sporangia. However, its effectiveness is dependent on the concentration. In nature, the dilution of the
extract is an important factor to take into account, which could hamper its applicability.

In the future it may be interesting to investigate the active substance (in this extract)

responsible for these inhibitions.
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1- Introducéo

1.1. O castanheiro

1.1.1. Classificacéo e histéria

O castanheiro europeu, Castanea sativa, € uma espécie pertencente ao género Castanea da
familia das Fagaceae. Além do castanheiro europeu, que tem interesse econdmico pelo fruto e pela
madeira, o género Castanea engloba ainda outras espécies de elevado interesse econémico como
C. dentata (castanheiro americano), C. mollissima (castanheiro chinés) e C. crenata (castanheiro
japonés), assim como outras com valor econdmico reduzido ou desconhecido como C. alnifolia,
C. ashei, C. davidii, C. floridana, C. henry, C. ozarkensis, C. paucispina, C. pumila e C. seguinii. Estas
espécies variam no seu porte sendo que algumas apresentam porte arbustivo (C. davidii, C. alnifolia e
C. paucispina) enquanto outras podem alcancar 20 a 35 metros (C. dentata, C. sativa e C. henry)
(Bergougnoux & Verlhac, 1978; Vieitez et al., 1996; Corredoira et al., 2004).

O castanheiro europeu é uma espécie de folha caduca, as folhas sdo simples, de 10-25 cm
de comprimento por 5-8 cm de largura, com a margem serrada. Trata-se de uma espécie monoica
com floracdo de Maio a Junho. As flores masculinas estdo dispostas em amentilhos eretos e séo
amarelas com 10 a 20 cm de comprimento. As flores femininas encontram-se em amentilhos,
envolvidas por um invélucro de bracteas. Os frutos, vulgarmente conhecidos por castanhas, séo
glandes rodeadas por uma cUpula acrescente e espinhosa (designada por ourico), e a sua maturacao
ocorre de Outubro a Novembro. Normalmente o castanheiro comeca a frutificar aos 20 anos. E uma
arvore adaptada a climas humidos, luminosos, sem temperaturas muito elevadas (Serrazina, 2004;
Silva, 2007).

Por ser uma espécie de origem muito antiga e por ser cultivada pelo homem ha muito tempo,
é dificil estimar a area de distribuicdo primitiva do castanheiro. Contudo muitos autores concordam
com a hipétese de o castanheiro ser originario da Asia Menor (também designada por Anatdlia)
(Silva, 2007).

Na Europa o castanheiro esta presente desde o final da era Mesozoica, ou mais seguramente
desde a era Cenozoica, época em que se deu a sua expansao. A existéncia de C. sativa na Europa
vem de tempos tdo longinquos que € dificil perceber, em determinadas regifes, quais as populacdes
autoctones e quais as que foram cultivadas e se tornaram posteriormente selvagens (Bergougnoux &
Verlhac, 1978; Silva, 2007).

Até a data pensava-se que o castanheiro tinha sido introduzido em Portugal pelos romanos,
gue comecaram a ocupar a Peninsula Ibérica h&a cerca de 2000 anos. Em sondagens realizadas em
turfeiras da Serra da Estrela, a 1600 m, foram descobertas concentra¢des polinicas fésseis com 8000
anos (periodo Paleolitico). Embora ainda seja preciso saber com maior exatiddo a datacdo do pdlen
encontrado € possivel considerar que a ocorréncia do castanheiro em Portugal é bastante anterior
aos romanos, colocando-se a hipétese de ser uma espécie ja existente no nosso pais desde a época
pré-histérica (Van Den Brink & Janssen, 1985).



1.1.2. Distribuicao, evolugdo e importancia

Na Europa, mais propriamente a norte da Bacia do MediterrAneo, encontra-se a espécie
C. sativa vulgarmente designada por castanheiro europeu. Este castanheiro cobre uma éarea total de
2,53 milhdes de hectares, dos quais, dois milhes correspondem a florestas em que esta espécie é
dominante e uma area de 530 000 ha é ocupada por povoamentos geridos para producdo de fruto.
Esta espécie tem especial incidéncia em Espanha, Franca, Grécia, Italia, Portugal e Turquia. A area
de ocupacdo da espécie C. dentata estd, hoje em dia, restrita ao sudeste do continente norte-
americano. A espécie C. mollissima é originaria da China podendo ser também encontrada na Coreia
do Norte. Ja C. crenata encontra-se estabelecida no Japéo e Coreia do Sul. (Bergougnoux & Verlhac,
1978; Corredoira et al., 2004; Gomes-Laranjo et al., 2009; Costa et al., 2011).

Em Portugal a cultura do castanheiro esta espalhada por todo o pais porém, € em Tras-os-
Montes e Beira-Alta que se encontra mais concentrada. Podem ser encontradas algumas manchas
bem delimitadas em Alcobaca, Fundédo, Monchique e Portalegre (Praxis, 2000). Dados recentes do
Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2012) apontam para 34 656 hectares de area ocupada por
castanheiro em 2012, dos quais 30 586 ha (88%) estdo situados na regido Norte (maioritariamente
Tras-os-Montes), 3 529 ha na regido Centro (10%), 520 ha no Alentejo (1,5%), distribuindo-se a
restante area pelo Algarve, Lisboa e ilhas.

Em Portugal é possivel encontrar dois tipos de povoamento de castanheiro europeu que
apresentam caracteristicas diferentes, resultado da exploracdo/gestdo aplicada a cada um. Os
castincais sdo povoamentos geridos com o objetivo de produzir madeira, muito utilizada na industria
do mobilidrio, consistindo numa exploracdo em talhadia onde as varas sdo aproveitadas para a
cestaria. Os soutos sao povoamentos de castanheiro cuja exploracdo € orientada para a producéo de
fruto, onde os castanheiros sdo propagados por enxertia em porta-enxertos de variedades nao
produtivas. A castanha tem elevado valor econémico principalmente no Inverno quando o seu prego
atinge os valores mais altos. Em Portugal existem quatro “Denominagdes de Origem Protegida”
(DOP) para a castanha: Castanha da Terra Fria, Castanha dos Soutos da Lapa, Castanha da Padrela
e Castanha de Marvao. As variedades mais comuns sao a ‘Judia’, a ‘Longal’, a ‘Céta’ e a ‘Martainha’.
A variedade Judia representa 50% das castanhas produzidas em Portugal (Silva, 2007; Gomes-
Laranjo et al., 2009).

De acordo com os dados da Food and Agriculture Organization (FAO, 2013), a producao
mundial de castanha é estimada em 1,2 milhSes de toneladas para uma area de cerca de 360 000
hectares. A China é o maior produtor mundial com um volume anual de 1 milhdo de toneladas, o que
representa 73% da produc¢do mundial. A Europa produz 9% da producdo mundial, onde a Italia lidera
com 4% (55 000 toneladas) seguindo-se Portugal com 2% (23 000 toneladas). O Quadro 1 apresenta

a evolucao da area e producgédo de castanha em Portugal nos ultimos anos.



Quadro 1. Evolucéo da area de castanheiro em Portugal e efeito sobre a producdo de castanha (Fonte:
AFN, 2010; FAO, 2013)

. Produtividade Exportacéo Valor Exportado Preco*”
Area (ha) Producdao (ton) 3
(kg/ha) (ton) (x10°€) (€/kg)

1995 41 000 - - - - -
2000 29101 33 317 1145,0 8 553 11 072 0,62
2005 30 276 22 327 737,4 4372 7694 1,40
2006 30 265 30900 1021 8 639 10 969 1,04
2007 33117 24 251 732,3 7774 14 869 1,45
2008 33732 23916 709,0 5538 12 605 1,53
2009 34 591 24 305 702,6 7 154 13 793 1,10
2010 34 600 22 350 646,0 6 842 16 003 1,44
2011 34 648 18 271 527,3 8984 18 127 1,44
2012 34 656 18 926 546,1 13 046 32 293+ 1,64

*'Preco pago no produtor
** Dados provisorios

Em 2011, Portugal exportou castanha principalmente para Franca, Espanha e Brasil, com
receitas que rondaram os 18 milhdes de euros (Anuério Agricola, 2012).

1.1.3. Principais problemas do castanheiro

Na Europa, durante o século XX a producdo de fruto de castanheiro diminuiu
acentuadamente com uma perda de cerca 300 milhGes de euros. Na América do Norte, na mesma
época, os povoamentos de C. dentata quase desapareceram. Este decréscimo de producdo na
Europa e de area nos Estados Unidos deve-se essencialmente a infecdes causadas por agentes
patogénicos que sdo letais para a planta. A doenca da tinta, provocada pelos oomicetas Phytophthora
cinnamomi (espécie mais virulenta) e Phytophthora cambivora, e o cancro do castanheiro, provocado
pelo fungo Cryphonectria parasitica, sdo as principais e mais graves doencas do castanheiro (Silva,
2007; Costa et al., 2011).

O cancro do castanheiro teve origem na Asia Oriental e entrou ha América do Norte onde foi
responsavel pelo desaparecimento de 95% da area de castanheiro americano (C. dentata)
(Bergougnoux & Verlhac, 1978). Foi detetado por Mekel em Nova lorque, em 1904, espalhando-se
rapidamente pelos povoamentos de castanheiro americano dos estados vizinhos (Silva, 2007). Em
1950 o cancro do castanheiro apareceu na Europa mais propriamente em Itdlia e depois em
Espanha, Franca e Suica (Vieitez et al., 1986). Em Portugal a espécie C. parasitica foi descrita pela
primeira vez por Camara (1929) em castanheiro japonés (C. crenata) na Beira Interior (Braganca et
al., 2007). Em 1989, apenas foram encontrados dois focos de doenca em C. sativa na regido de Tras-
os-Montes e Alto Douro (Abreu, 1992). Os resultados do trabalho de prospecdo e distribuicao
geogréfica do cancro do castanheiro em Portugal, em Braganca et al. (2007), sugerem que a
distribuicdo e a severidade do cancro, no nosso pais, sdo causa de preocupacdo. O fungo
C. parasitica penetra por feridas na planta, coloniza a zona cortical, 0 cAmbio e alastra para o lenho;
as plantas apresentam cancros no tronco e nos ramos, bem como ramos mortos e secos, como
sintomas da doenca (Connors et al., 2002; Gomes-Laranjo et al., 2009).



Vettraino et al. (2001) consideram a espécie P. cinnamomi o0 agente patogénico mais
importante em C. sativa na Peninsula Ibérica. A doenca da tinta foi a causa de enormes devastacdes
em povoamentos de castanheiro europeu na Europa no final do século XIX, havendo relatos de
graves crises em ltalia, Espanha, Franca e Portugal (Bergougnoux & Verlhac, 1978). Em Portugal a
doenca da tinta terd aparecido no Minho em 1838 (Costa et al., 2011). O avanco da doenca foi de tal
forma alarmante e devastador que J. Vieira Natividade abordou o problema em 1945 fazendo um
levantamento do avanco da doencga e elaborando um plano de intervencédo de combate a doenca, que
se centrava nos tratamentos, na prevencao e selecéo clonal (Gouveia, 1993; Praxis, 2000). Segundo
Gouveia (1993), citando outros autores, o efeito da doenca da tinta pode ser avaliado pela area de
ocupacdo de castanheiro que era de 38 236 ha em 1908 regredindo para os 15 400 ha em 1989.
Sendo considerada por muitos a principal causa do declinio e degradacédo dos soutos, a doenca da
tinta atinge, atualmente, proporcdes epidémicas em Portugal (Gouveia, 1993; Abreu et al., 1999).

O castanheiro europeu é uma das espécies mais suscetivel ao ataque de oomicetas do
género Phytophthora. O castanheiro americano embora possa ser infetado por Phytophthora spp. é
mais suscetivel ao cancro provocado pelo fungo Cryphonectria parasitica. O castanheiro japonés é
considerado tolerante aos agentes patogénicos do género Phytophthora enquanto o castanheiro
chinés (C. mollissima) tolera o fungo C. parasitica (Seabra & Pais, 1998; Corredoira et al., 2004 &
2007; Barakat et al., 2009).

1.2. Doenca datinta

1.2.1. Agentes causais

A doenca da tinta é provocada por duas espécies pertencentes ao género Phytophthora,
Phytophthora cinnamomi e Phytophthora cambivora. A palavra “Phytophthora” deriva do grego e quer
dizer destruidor de plantas (phyto-plantas, phthora-destruidor). O género Phytophthora pertence ao
reino Chromista, classe Oomycetes, ordem Peronosporales e familia Pythiaceae. Por terem
caracteristicas muito semelhantes aos fungos, estas espécies foram durante muito tempo incluidas
no reino Fungi (Myceteae) apesar de se atribuir, desde sempre, singularidades biolégicas e
fisiologicas a este género em relacdo ao reino onde se inseria (Erwin & Ribeiro, 1996; Gouveia,
2004). Zentmyer (1987) apontou para caracteristicas no género Phytophthora que ndo eram comuns
em organismos classificados como fungos:

- Os zoodsporos produzem uma parede celular durante o processo de enquistamento
necessario para que possam germinar e causar infecao;

- Os zoo6sporos possuem dois flagelos morfologicamente diferentes;

- A parede celular é constituida essencialmente por celulose e por B-glucanas ao contrario
dos fungos em cuja parede o principal constituinte é a quitina;

- Durante a fase vegetativa sdo organismos diploides ao contrario dos fungos que sao
haploides;

- Acumulam como substancia de reserva micolaminarinas (B 1-3-glucanas e manitol)
enquanto os fungos acumulam como principal substancia de reserva o manitol;
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- Nao sintetizam esterdis e por essa razdo nado sdo sensiveis aos fungicidas que interferem
com a sua biossintese.

Apesar de P. cinnamomi e P. cambivora, espécies responsaveis pela doenca da tinta,
causarem sintomatologia muito semelhante em castanheiro, Fernandes (1966) considerou a primeira
daquelas espécies o agente patogénico preponderante no desenvolvimento da doenca da tinta em
Portugal. Este autor isolou apenas trés culturas de P. cambivora em largas dezenas de isolados
identificados como P. cinnamomi.

A espécie Phytophthora cinnamomi foi descrita pela primeira vez na ilha de Sumatra, em
1922, por Rands. O hospedeiro, a arvore da canela (Cinnamomum burmanii), deu o nome a este
oomiceta. Desde entdo esta espécie provou ser um sério agente patogénico causador da podridao
das raizes e, segundo Zentmyer (1980), afeta perto de um milhar de espécies de taxonomias distintas
em todo o mundo (Erwin & Ribeiro, 1996).

O micélio de P. cinnamomi é constituido por hifas tubulares (com 8 um de didmetro médio),
cenociticas (asseptadas multinucleadas que resultam da divisdo repetida do ndcleo sem que haja
divisdo do citoplasma) e de cor hialina (cristalina quase transparente). As hifas apresentam
numerosas dilatacGes esféricas (swellings) (caracteristica distintiva). O crescimento do micélio da-se
na extremidade de cada hifa e as ramificacdes laterais apresentam geralmente uma ligeira constricao
na base (Erwin & Ribeiro, 1996).

As espécies de Phytophthora podem ter reproducdo assexuada ou sexuada, embora a
reproducdo assexuada seja mais comum. Em Robin (2013) é afirmado que, na Europa, ndo existe
relatos de reproducdo sexuada de Phytophthora cinnamomi. Os esporos assexuados (zodsporos) sédo
produzidos no interior do esporangio ou zoosporangio (sporangium significa recipiente de esporos).
Os esporéangios produzidos pela espécie P. cinnamomi s&do ovoides ou elipsoides, ndo papilados com
um tamanho médio de 75x40 um (comprimento x largura). Os zoésporos libertados dos esporangios
sdo reniformes (em forma de rim) com dois flagelos morfologicamente distintos, um mais comprido
gue o outro (heterokont), que emergem da parte cdncava do zo6sporo conferindo-lhe mobilidade. A
espécie P. cinnamomi produz abundantemente clamidésporos em cultura e em tecidos infetados. Os
clamidésporos sdo de forma globosa, com 41 um de didmetro médio, e a parede celular € mais
espessa que a dos esporangios, embora seja mais fina do que a maioria das espécies de
Phytophthora. Estas estruturas podem aparecer nas extremidades das hifas ou entéo intercaladas,
sendo separadas do micélio por um septo (Erwin & Ribeiro, 1996; Gouveia, 1993; Gouveia, 2004).

Os esporos sexuados do género Phytophthora designam-se odsporos e sao resultantes da
conjugacao de dois gametangios morfologicamente distintos (anterideo e oogoénio). Dentro do género
Phytophthora existem espécies homotdlicas (cujo micélio, ou talo, € auto-fértil) e espécies
heterotalicas (cujo micélio é auto-incompativel) que necessitam de micélio compativel para que haja
reproducdo sexuada. A espécie P. cinnamomi € heterotélica e forma o0sporos por pareamento com a
espécie Phytophthora cryptogea. A produgéo de odsporos pode também ser estimulada por fatores
externos, como seja a libertacdo de substancias quimicas por outros fungos (por exemplo,
Trichoderma) ou extratos de raizes (Gouveia, 1993; Erwin & Ribeiro, 1996).
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Os zoobsporos sao considerados os propagulos mais eficientes no processo de infecdo das
plantas. A rapidez com que a espécie P. cinnamomi produz esporangios e zodsporos, sobre tecidos
infetados, em condic¢des favoraveis, nomeadamente agua livre no solo, faz com que seja um agente
patogénico de elevado risco. E possivel que esta espécie assuma propor¢des epidémicas num local

onde, pouco tempo antes, o indculo era muito reduzido, ou indetetavel (Gouveia,1993).

1.2.2. Processo infecioso e disseminacéo

Phytophthora cinnamomi € um oomiceta do solo que ataca as raizes e todo o seu ciclo de
vida é passado na rizosfera, dependendo diretamente das condi¢cdes de humidade e temperatura,
sendo a Primavera a altura do ano em que as condicGes para a infecdo sdo mais favoraveis. A
existéncia de agua livre no solo induz a libertacdo dos zodésporos que se deslocam, gracas aos
flagelos, para encontrar um hospedeiro. As raizes das plantas libertam exsudados que atraem os
zobsporos, que se acumulam nas raizes novas ou lesionadas, iniciando-se assim o processo de
infecdo. As raizes com lesbes sdo mais suscetiveis a infecdo devido a uma maior libertacdo de
exsudados e consequentemente uma maior atracdo de zoésporos. Esta atracdo através da libertacao
de substancias quimicas para a rizosfera (vitaminas, aminoacidos, enzimas, acidos organicos, etc.) é
designada por quimiotaxia (Gouveia, 1993; Erwin & Ribeiro, 1996). Alguns autores, citados em
Gouveia (1993), defendem que o movimento dos zoo6sporos € induzido por cargas elétricas das
particulas designando-se este fenébmeno por eletrotaxia.

Os zo6sporos nadam durante algum tempo e quando cessam 0 movimento desenvolvem
uma parede celular num processo designado por enquistamento. Nesta altura, os zodsporos
possuem a carateristica de aderirem com facilidade a uma superficie sélida que, no caso das raizes,
deixa os zo6sporos huma situacdo privilegiada para infetarem os tecidos radiculares. A germinacao
dos zodsporos enquistados (quistos) da-se através da emissdo de um ou mais tubos germinativos
gue penetram na epiderme. Uma vez no interior da planta o tubo germinativo cresce e o micélio
desenvolve-se entre e dentro das células (inter e intra-celular) alimentando-se dos nutrientes
presentes no contetdo celular. Normalmente a infecdo tem inicio nas raizes mais finas (hovas) ndo
lenhificadas, propagando-se as raizes lenhificadas, colo e posteriormente a toda a arvore (Gouveia,
1993; Gomes-Laranjo et al., 2009).

Além do efeito na mobilidade dos zodsporos, os exsudados radiculares exercem também um
efeito indutor na germinacdo de clamiddsporos, estruturas primérias de sobrevivéncia de P.
cinnamomi. A germinac¢do ocorre, também, por emissdo de um ou mais tubos germinativos com
posterior desenvolvimento de micélio e estd dependente das condi¢des nutricionais do meio
(quantidade de exsudados radiculares) (Mircetich & Zentmyer, 1970, citado em Gouveia, 1993).

A disseminacgdo da espécie Phytophthora cinnamomi é potenciada pela 4gua que transporta
0s propagulos (zodsporos, clamidésporos e odsporos) e fragmentos de micélio no sentido da
drenagem natural dos solos e linhas de agua. No campo a sua disperséo é feita em forma de mancha
de 6leo e no sentido do declive do terreno (por onde escorre a 4gua). Em operacdes culturais
realizadas na agricultura e na floresta, as movimentacgdes de solo e o transporte de material infetado

constituem também uma forma de propagacdo do oomiceta, nomeadamente através da utilizacao de
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magquinaria nas operacdes culturais, que é suscetivel de disseminar o inéculo a partir de solos
contaminados. Também o0s animais podem contribuir para o transporte de propagulos de
P. cinnamomi (Gouveia, 1993).

A severidade da doenca da tinta em determinado local (por exemplo, um povoamento) esta
dependente de trés elementos: o ambiente, 0 agente patogénico e o hospedeiro. Estes elementos
interagem entre si, podendo determinar o caracter epidémico da doenca (Erwin & Ribeiro, 1996).

Quanto as condicbes ambientais, como ja foi referido, é fundamental a existéncia de agua
livre no solo para induzir a producao de esporangios e para a libertacéo e dispersdo dos zodsporos.
O excesso de agua no solo leva a condi¢cdes de anaerobiose que interfere, também, diretamente com
0 hospedeiro. Sob estas condicbes as plantas reagem aumentando a producdo de exsudados
radiculares (que induzem a germinacao dos zoosporos) e a proliferacdo de raizes secundarias (raizes
ndo lenhificadas facilitam a entrada do tubo germinativo). A anaerobiose do solo, causada pelo
excesso de agua, enfraquece o hospedeiro e propicia o desenvolvimento da doenca, observando-se
assim uma influéncia indireta do excesso de agua na interacdo agente patogénico-hospedeiro
(Gouveia, 1993).

A temperatura também é um fator preponderante exercendo influéncia direta no crescimento
de P. cinnamomi e na producdo de esporéngios. Em abacateiro, Zentmyer (1981) verificou que a
infecdo de P. cinnamomi ocorria entre 15°C e 27°C (com o 6timo acima dos 21°C) e que acima dos
33°C néo se desenvolvia infecao (Gouveia, 1993).

Em relacdo ao agente patogénico, a espécie P. cinnamomi, na auséncia de hospedeiros,
sobrevive no solo sob a forma de micélio, até 60 dias, e 0s zodsporos tém uma longevidade de 2 a 8
semanas. Porém sdo os clamiddsporos que garantem a sobrevivéncia a longo prazo, dado que
resistem no solo até 6 anos, para depois, sob condi¢cdes ideais, germinarem e rapidamente haver
reposicdo de inéculo para niveis suficientes para se dar a infecdo de novos hospedeiros (Hwang &
Ko, 1978).

O hospedeiro, C. sativa, € uma espécie com grande suscetibilidade a doenca da tinta ndo
possuindo mecanismos de defesa, fisicos ou bioguimicos, ao nivel das raizes que impe¢am a entrada
do agente patogénico P. cinnamomi. A suscetibilidade de um hospedeiro conjugado com um agente
patogénico agressivo e condi¢cdes ambientais favoraveis levam ao desenvolvimento de doengas de

caracter epidémico.

1.2.3. Sintomatologia em Castanheiro

A espécie Phytophthora cinnamomi é o fitopatogénio causador da chamada doenca da tinta.
O nome advém do facto de as plantas infetadas exsudarem um liquido de cor violeta ou azul escuro a
partir dos tecidos afetados, que é consequéncia da oxidac¢é@o dos polifendis libertados pelas células
corticais, do floema ou do cambio.

Como j4 foi referido, este oomiceta inicia o processo de infecdo pela raiz (Figura 1d). Nas
raizes mais finas observa-se um enegrecimento ficando com um aspeto apodrecido que é resultado
da decomposicdo do cortex. As raizes de maior didmetro e lenhificadas, posteriormente infetadas,

apresentam manchas de cor escura consequéncia da degradacédo do cértex e cambio (Grente, 1961).
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O aparecimento de sintomas ao nivel da copa (Figura 1a e 1b) é indicador de que a doenca
estd num estado avancado e a sobrevivéncia da arvore € pouco provavel. Assim, a detecédo precoce
da doenca da tinta com base na visualizagao dos sintomas torna-se muito dificil. Na copa os sintomas
tém uma evolucdo basipeta: de inicio é evidente uma clorose acentuada das folhas, que
posteriormente murcham e acabam por secar. As folhas caem ou, no caso de dessecamento rapido,
ficam agarradas a arvore mesmo na altura de repouso vegetativo. Na Primavera as folhas podem
apresentar-se mal desenvolvidas, pequenas ou enroladas. As flores masculinas caem, muitas vezes,
prematuramente sem terem polinizado as flores femininas que raramente se formam. Os ramos
apresentam entrends curtos e epiderme espessa e vao secando até morrer. Os ouricos, quando se
formam, permanecem agarrados a arvore e podem ser de pequeno tamanho. Os frutos ndo se
formam no interior dos ouricos ou quando se formam s&o mal formados ou de pequenas dimensdes.
Ao nivel do colo é possivel, apesar de ndo ser sintoma constante, observar-se uma mancha escura
em forma de cunha ou de contornos irregulares (Figura 1c). Também ocorre rebentamento de ramos

junto ao colo da arvore (Fernandes, 1966).

Figura 1. Sintomas causados por Phytophthora cinnamomi em castanheiro ao nivel da copa (a, b)
(DRATM, 2003), tronco (c) (Robin, 2013) e raiz (d) (Hebard, 2014).
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1.2.4. Métodos de luta

1.2.4.1. Fundamentos para a estratégia de controlo de uma doenca

A grande capacidade de sobrevivéncia de P. cinnamomi dificulta em muito as estratégias de
combate a este oomiceta (Hwang & Ko, 1978).

Para efetuar um controlo eficiente de um agente patogénico ao menor custo € necessario
uma investigacao de todas as opcodes disponiveis. Para isto € necessario conhecer o agente e
guando é que este se encontra na fase mais suscetivel do seu ciclo de vida efetuando-se um controlo
ao nivel do agente patogénico; é necessario conhecer o hospedeiro e 0 que o torna mais suscetivel
ao agente agressor, agindo-se ao nivel do hospedeiro (C. sativa); e, por fim, como é que o ambiente
exerce influéncia tanto no agente patogénico como no hospedeiro, controlando-se as condicdes
ambientais que propiciam a doenca. O agente patogénico, o hospedeiro e o ambiente constituem os
trés elementos mais importantes em que os métodos de controlo se devem basear. Quando se
aplicam medidas que afetam a sua interacdo efetua-se um controlo eficaz da doenca (Erwin &
Ribeiro, 1996).

1.2.4.2. Medidas de higiene e sanitarias

Segundo Coffey (1987) a resposta para o combate a doenca provocada pelo oomiceta
P. cinnamomi em abacateiro reside na integracdo dos varios métodos de luta (luta genética, cultural,
guimica e bioldgica) que devem englobar quatro principios: higiene e sanitizacédo, controlo cultural e
biolégico, porta-enxertos resistentes e fungicidas.

As medidas sanitarias consistem na prevencdo de aparecimento de inéculo no solo e
diminuicdo da quantidade de in6culo presente no solo através da remocdo de material vegetal
infetado do local. No campo, a remocédo de material vegetal infetado € considerado insuficiente para o
controlo das doencas provocadas por Phytophthora spp., pois, como ja foi referido, uma vez no solo,
estes oomicetas tem a capacidade de se multiplicar e disseminar rapidamente. Esta medida pode, no
entanto, evitar a sua dispersdo generalizada. Evitar a contaminacdo do solo em areas ainda néo
contaminadas por P. cinnamomi é fundamental sendo, em alguns casos, a primeira linha de defesa
contra a doenca da tinta. Sem in6culo ndo ha desenvolvimento de doenca, porém uma vez no solo a
sua erradicacdo ndo é economicamente vidvel ou mesmo exequivel. A prevencdo do aparecimento
de indculo no solo tem, portanto, grande significado e ainda mais quando aplicada em viveiros onde
as medidas sanitarias além de adequadas deveriam ser um requisito. Nos viveiros é fundamental a
obtencéo de material de propagacéao isento de P. cinnamomi para evitar o transporte de inéculo para
0 campo. Em Portugal, a maioria dos soutos é composta por plantas obtidas a partir de semente
proveniente de campos infetados ou suspeitos de estarem infetados com a doencga da tinta (Gouveia,
1993; Erwin & Ribeiro, 1996).

Coffey (1987) sugeriu um conjunto de medidas sanitarias basicas para serem utilizadas nos
viveiros com o fim de evitar a propagacgéo de in6culo de P. cinnamomi aquando da multiplicacdo do
abacateiro:

— Tratamento das sementes utilizadas na propagac¢éo por imersédo em agua a 48-52°C,

durante 30 minutos;
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— Esterilizacdo dos substratos por calor ou fumigacdo quimica;

— Utilizacdo de substratos arejados e com boa drenagem;

— Os locais de multiplicacdo devem ter acesso vedado e na entrada deve-se proceder
a desinfecao do calgado com um banho em mistura de calda bordalesa;

— Colocacao de uma barreira fisica para separar o viveiro da vegetagdo que possa
existir em redor.

Em Portugal algumas destas medidas poderiam ser facilmente aplicadas nos viveiros onde os
castanheiros sao propagados, evitando a disseminacao de inoculo de P. cinnamomi (Gouveia, 1993).

A esterilizagdo de substratos recorrendo a fumigacdo com produtos quimicos acarreta
desvantagens. Este tipo de tratamento leva, com frequéncia, ao aparecimento de novas doencas
devido a destruicdo dos seus antagonistas pelo produto; pode também conduzir ao fendmeno de
vacuo bioldgico podendo propiciar uma colonizagdo mais severa do agente patogénico e a alteracées
quimicas e nutricionais do solo. Esta técnica ndo é, portanto, recomendada pelo que ser& preferivel
ter cuidados redobrados na reutilizacdo de substratos, efetuando-se sempre testes de despiste da
presenca de P. cinnamomi (Gouveia, 1993).

A solarizacdo do solo consiste na captacdo de calor radiante proveniente do sol, através do
uso de filmes de polietileno colocados na superficie do solo, previamente humedecido. Esta técnica
tem sido utilizada com sucesso na destruicdo de agentes patogénicos e infestantes do solo. A
solarizacdo tem um efeito mais positivo em locais onde os verdes sdo quentes e os dias séo,
maioritariamente, limpos (Gouveia, 1993; Erwin & Ribeiro, 1996). Barbercheck & Von Broembsen
(1986) verificaram, in vitro, que os clamidésporos de P. cinnamomi ficavam inativos quando
submetidos a temperaturas de 44°C durante 10 minutos ou 38°C durante 30 minutos. No solo, estes
autores demonstraram que o oomiceta P. cinnamomi era suprimido até uma profundidade de 30 cm
guando submetido a um periodo de seis semanas de solarizagdo. Em trés semanas de solarizacdo a

supressado nao foi total, com sobrevivéncia do oomiceta rondando os 9%.

1.2.4.3. Métodos culturais

As praticas culturais tém sido aplicadas com o objetivo de controlar a severidade da podridao
radicular causada por P. cinnamomi. Um dos métodos culturais mais eficazes, demonstrado por
Coffey (1987), foi a plantacdo de abacateiros em cémoros de 1-1,5 m de didmetro e 0,5-1,0 m de
altura. Segundo o autor, este método pode também ser aplicado, com resultados positivos, em solos
arenosos leves. A vantagem do método de plantacdo em cémoro esta na mobilizagdo do solo que
tem de ser descompactado para construir o comoro, resultando um solo de plantio geralmente friavel
na textura e com melhor drenagem. O facto de a arvore estar elevada em relacdo ao solo pode evitar
0 contacto das plantas com a &gua livre presente num solo encharcado (Coffey, 1987; Erwin &
Ribeiro, 1996).

A incorporagdo de compostos organicos no solo tem sido outra prética cultural estudada para
combater doengas causadas por Phytophthora spp. Foram obtidos resultados positivos com a
aplicacdo de farinha de alfafa (também conhecida por luzerna, Medicago sativa) em substratos

contaminados com P. cinnamomi. A reducéo da incidéncia da podridao radicular em abacateiro, apés
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aplicacéo ao solo da farinha de alfafa, esta associada com a producdo de amonia (NH3) e 0 aumento
do ndmero de microrganismos competidores no solo. A incorporacdo de compostos organicos com
uma razdo carbono/azoto elevada, como por exemplo a palha, mostrou-se menos eficaz na redugéo
da podriddo radicular do que os compostos com uma baixa razao C/N como € o caso da farinha de
alfafa. Foram obtidos resultados mais positivos com a farinha de alfafa misturada com a totalidade do
solo infetado (possivel apenas em estufa) do que aplicada por mulching, que consiste na aplicacéo de
uma camada de material organico sobre o solo. Estes resultados demonstram a dificuldade da
aplicabilidade dos compostos organicos na luta contra a podriddo radicular (Erwin & Ribeiro, 1996).

Em locais onde os povoamentos sdo regados e a chuva ndo € abundante, a gestdo da
irrigacdo, por forma a evitar o encharcamento do solo, é uma medida passivel de ser aplicada com
resultados contra a podriddo radicular. Porém, em sitios onde a fonte principal de agua é a
precipitacdo, e se esta for abundante, torna-se fundamental que haja uma drenagem horizontal e
vertical 6tima do solo (Erwin & Ribeiro, 1996).

A aplicacdo de extratos de plantas tem-se mostrado eficaz na inibicdo de algumas espécies
de Phytophthora. Existem relatos de que o crescimento e patogenicidade da espécie P. cinnamomi
sdo inibidos pela casca de Pinus radiata aplicada na agua e em substrato. Extratos volateis das
raizes da espécie Acacia pulchella (arbusto da familia Fabaceae) inibiram o crescimento micelial,
suprimiram a producdo e germinacdo de esporangios e reduziram a germinacdo de zodsporos em
cultura (Gerrettson-Cornell et al., 1976; Whitefiled et al., 1981).

1.2.4.4. Métodos de controlo biolégicos

O controlo bioldgico consiste na utilizagdo de organismos, genes ou produtos génicos
(resultantes da expressdo de um gene) com o objetivo de reduzir o inéculo de uma espécie
patogénica, retardar ou inibir a infe¢do ou promover os mecanismos de resisténcia do hospedeiro.
Para alguns autores o controlo biolégico pode englobar o desenvolvimento de plantas resistentes a
doencgas, assim como a utilizagdo de métodos de controlo culturais, que promovam a atividade de
microrganismos no solo podendo levar a criagédo de solos supressivos (Erwin & Ribeiro, 1996).

Solos supressivos sao solos onde 0s agentes patogénicos ndo se conseguem desenvolver ou
nao iniciam o processo infecioso, mesmo estando presentes no solo. Este tipo de solos intrigou
durante muitos anos os investigadores. Muitas pesquisas foram feitas no sentido de descobrir a razéo
pela qual este tipo de solos suprime o desenvolvimento da doeng¢a, ou mesmo o desenvolvimento do
organismo patogénico. Muitos autores atribuiram a supressividade de alguns solos a uma maior
concentracdo de microrganismos antagonistas no solo. Logo, solos que promovam a proliferacéo de
microrganismos antagonistas (bactérias, actinomicetas, fungos, etc.) na rizosfera aumentam a
possibilidade de se tornarem supressivos face a um dado agente patogénico. Através dos exsudados
radiculares as plantas podem interferir no desenvolvimento e variedade da microflora ao nivel da
rizosfera, inclusivamente microflora antagonista. Erwin & Ribeiro (1996) compilou relatos de varios
autores acerca de solos supressivos ao agente patogénico P. cinnamomi na Australia. A percentagem
da populagdo de bactérias, nomeadamente actinomicetas, antagonistas ao agente patogénico P.

cinnamomi em solos argilosos, considerados supressivos, foi maior (4,2%) do quem em solos
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lateriticos (0,75%), considerados permissivos e onde ocorre favorecimento do desenvolvimento de
doenca. Solos lateriticos sdo solos muito alterados que se formam pela ocorréncia de lixiviagao
(devido, por exemplo, a excesso de chuva), formando uma crosta composta por nutrientes lixiviados,
nomeadamente ferro e aluminio, que se torna impermeavel (Gouveia, 1993; Erwin & Ribeiro, 1996).

A existéncia de solos supressivos e o conhecimento deste tipo de solos pode ser importante
para definir uma estratégia de luta contra P. cinnamomi. Em solos onde h& expresséo da doenca da
tinta, a criacdo de condigBes favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos pode aumentar a
populagcdo de antagonistas na rizosfera, criando um ambiente hostil ao agente patogénico. Esta
promocdo de desenvolvimento da microflora na rizosfera pode ser conseguida pela modificagdo
(reducdo) da razdo C/N no solo através da aplicacdo de compostos ao solo. A aplicagdo de
compostos azotados no solo baixa a razdo C/N promovendo o desenvolvimento de microrganismos
(Gouveia, 1993).

O hiperparasitismo (parasitismo de um parasita) e o antagonismo causado por
microrganismos é um fendmeno que explora, no meio ambiente, os efeitos de um ou mais
organismos contra um agente patogénico. A introducdo de antagonistas no solo tem sido muito
estudada com o objetivo de substituir ou reduzir a aplicacdo de produtos quimicos. Existem muitas
bactérias, actinomicetas e fungos antagonistas de Phytophthora sp., porém o controlo biolégico tem-
se debatido com dificuldades inerentes as caracteristicas epidemiolégicas destas espécies, como
sejam: a capacidade de produzirem, com rapidez e repetidamente, diferentes tipos de inéculo
(zobsporos, esporangios, clamidosporos, odsporos e micélio); a capacidade de infetar plantas hum
curto intervalo de tempo; a capacidade de sobreviver em profundidade no solo, onde ndo séo
afetadas pelos antagonistas; e em alguns casos a variabilidade de hospedeiros que podem infetar.
Apesar das dificuldades, numerosos estudos contribuiram para a ideia de que o controlo biol6gico é
viavel apesar do conceito ainda ndo ser totalmente compreendido a ponto de se desenvolver um
sistema de controlo aplicavel no campo (Erwin & Ribeiro, 1996).

Segundo Coffey (1987) o organismo ideal para ser utilizado no controlo bioldgico deve ter a
capacidade de aumentar a sua populacdo paralelamente ao crescimento das raizes responsaveis
pela absorcdo de nutrientes; deve competir com outros organismos e ser competente na rizosfera; e
apoés inoculagdo no solo deve aumentar rapidamente a sua populacdo e colonizar a camada
superficial do solo providenciando protecdo as raizes novas. De acordo com este autor, para controlar
a podridao radicular em abacateiros, o controlo biolégico era apenas uma boa ideia sem aplicacdes
praticas (na Califérnia). Apesar disso, como ja foi referido, existem estudos que apontam para varias
bactérias, actinomicetas e fungos como antagonistas da espécie P. cinnamomi. O Quadro 2 sumariza

0S organismos antagonistas que foram descritos por Malajczuk (1983) e Gouveia (1993).
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Quadro 2. Espécies antagonistas da espécie Phytophthora cinnamomi e respetivos mecanismos de agéo
(Malajczuk, 1983; Gouveia, 1993)

Organismos antagonistas Mecanismo de prote¢do
Bactérias (Gouveia, 1993) :

— Bacillus sp. — Producéo de antibidticos
—  Pseudomonas fluorescens — Lise do micélio

—  Streptomyces sp. — Colapso dos esporangios
—  Streptomyces griseoloalbus —  Producéo de antibiéticos

Fungos do filo Ascomycota

(Gouveia, 1993): — Parasitismo das hifas e oésporos

— Dactylella spermatophaga — Lise das hifas por producgéo de antibioticos
—  Trichoderma harzianum — Lise das hifas por produgédo de antibidticos;
—  Trichoderma viride parasitismo das hifas

Fungos do filo  Basidiomycota
(Malajczuk, 1983):

— Agaricus langei

— Bovista brunnea

—  Clavulina amethystina

—  Clitocybe eucalyptorum

—  Clitocybe infundibuliformis
—  Collybia butyracea

—  Collybia sp.

—  Cortinarius austrovenetus
—  Cortinarius walkeri

— Geastrum

— Gymnopilus

— Hyprophoropsis aurantiaca
— Hygrophorus niveus

— Lactarius deliciosus

— Leucopaxillus cerealis var. piceina
— Naematoloma fasciculare
— Omphalina sp.

— Rhizopogon vinicolor
Scleroderma bovista
Suillus luteus

Segundo Rodrigues & Martins (2005), citando outros autores, os fungos micorrizicos tém sido
apontados como potenciais agentes de controlo bioldégico. A prote¢cdo das plantas por fungos
micorrizicos contra agentes patogénicos foi demonstrada pela primeira vez em raizes de plantas
germinadas do género Pinus e inoculadas com P. cinnamomi. Desde entdo varios estudos, em
ambiente controlado ou natural, obtiveram resultados positivos na prote¢do de plantas contra P.
cinnamomi utilizando, entre outros, os fungos Pisolithus tinctorius, Paxillus sp. e Laccaria laccata. Os
estudos feitos neste campo, em relagdo ao castanheiro, sédo reduzidos apesar de esta espécie
estabelecer micorrizas com fungos referidos por alguns autores como antagonistas para P.
cinnamomi. Pisolithus tinctorius é o exemplo de um fungo micorrizico descrito como antagonista,
tendo-se observado que em plantas previamente micorrizadas com este fungo a sobrevivéncia das
plantas infetadas por P. cinnamomi era maior. Martins (1997) refere, citando outros autores, que 0s
mecanismos inerentes ao efeito protetor dos fungos micorrizicos ndo sdo ainda conhecidos, havendo
apenas hipoteses que os possam explicar:

— Melhoria do estado nutricional da planta, por estimulo do vigor vegetativo e equilibrio

fisioldgico;
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— Estabelecimento de uma barreira fisica, através da formacéo do manto (rede de Hartig),

que dificulta a penetracao dos agentes patogénicos;

— Producdo de substancias para a rizosfera que impedem o crescimento de potenciais

agentes causadores de doencas;

— Competitividade com o agente patogénico;

— Hiperparasitismo;

— Pré-inducdo de mecanismo de defesa na planta, na altura da infecdo pelo fungo

micorrizico;

— Alteracdo das propriedades da rizosfera tornando-a num ambiente hostil ao agente

patogénico.

Na revisdo sobre os métodos de controlo bioldgico, Erwin & Ribeiro (1996) sublinham as
contradi¢cBes no efeito antagonista de alguns organismos. Por exemplo, em alguns trabalhos, fungos
do género Trichoderma revelaram excelentes resultados como agentes de controlo biolégico de
determinados agentes patogénicos, ao passo que em outros casos nao revelaram qualquer efeito
antagonistico contra P. cinnamomi. Estas contradi¢cdes, segundo aqueles autores, refletem um
desconhecimento das complexas interagBes que ocorrem no solo. Porém, por ser um método de
controlo com grande potencial a nivel de seguranca ambiental justifica-se que mais investigacédo seja
desenvolvida nesta area, nomeadamente para entender melhor as diversas interacbes que se
estabelecem entre agente patogénico, hospedeiro e agente de controlo biolégico. O desenvolvimento
de técnicas que facam do controlo bioldgico um método realmente exequivel € um desafio a

investigacdo que parece valer a pena (Erwin & Ribeiro, 1996).

1.2.4.5. Utilizacdo de porta-enxertos resistentes
Nos ultimos anos tem-se trabalhado muito no sentido de tornar o castanheiro europeu mais
resistente ao agente patogénico responsavel pela doenga da tinta, mantendo as propriedades que o
valorizam (o fruto). Segundo Gouveia (1993), para o melhoramento do castanheiro em relacdo a
doenca da tinta (isto €, obtencéo de material vegetal resistente & doenca) é necessario:
— Identificar as fontes de resisténcia
— ldentificar os mecanismos de resisténcia ligando-os com 0s genes responsaveis
— Desenvolver metodologia para transmitir a resisténcia para a espécie Castanea sativa
— Monitorizar a resisténcia ao longo do tempo para diferentes condi¢des ambientais
Através da elaboracd@o do plano de intervencdo por parte de Vieira da Natividade em 1945 e
mais tarde, em 1961, por parte de Columbano Fernandes, empreendeu-se a primeira fase do projeto
(primeira etapa da estratégia de luta a doenca da tinta) que consistia na sele¢cdo clonal de
castanheiros nativos. A segunda etapa consistiu na substituicdo do castanheiro europeu por espécies
gue exibiam resisténcia natural a doenca da tinta, o castanheiro japonés (C. crenata) e o castanheiro
chinés (C. mollissima). O facto de estas espécies produzirem fruto de qualidade inferior e a
dificuldade de adaptacdo ao clima apresentada por algumas proveniéncias, levou os investigadores a
optarem por uma linha de intervencdo que procurasse reunir, na mesma planta ou populacdo, a
resisténcia a doenca (conferida pelas espécies asiaticas) e a qualidade do fruto (conferida pelo
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castanheiro europeu). As primeiras hibridacdes surgiram como resposta a esta nova linha de
intervencdo, realizadas por Guerreiro (1957) e continuada por Columbano Fernandes (Fernandes,
1996). Em programas de melhoramento foram obtidos castanheiros resistentes a doenga da tinta
recorrendo a hibridacdo de C. sativa com C. crenata, embora com diferentes graus de resisténcia.
Além dos hibridos mencionados, a espécie C. mollissima também tem sido testada em hibridacbes
com o castanheiro europeu (Gouveia, 1993, Praxis, 2000).

A equipa do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV) tem, desde o ano
2006, uma linha de investigacdo direcionada para a protecdo do castanheiro contra agentes
patogénicos, nomeadamente contra P. cinnamomi. Em 2010 iniciaram um projeto FCT (PTDC/AGR-
CFL/101707/2008 — Understanding Resistance to Pathogenic Fungi in Castanea sp.) no qual o INIAV
foi a InstituicAo proponente. Este projeto teve como objetivo a compreensdo dos mecanismos de
defesa da planta e a identificacdo das regifes genémicas envolvidas na resisténcia do castanheiro
(Castanea sativa) a doenca da tinta.

1.2.4.6. Métodos de controlo quimico

A utilizagdo de produtos quimicos no controlo de oomicetas tem sido um tema abordado em
diversas investigag@es. A sua posi¢do taxondmica num reino diferente da generalidade dos fungos da
origem a uma estratégia de controlo especifica para esta classe. Assim, fungicidas utilizados com
sucesso no controlo de fungos podem néo ter qualquer efeito em oomicetas, como é o caso das
polioxinas que inibem a sintese de quitina, e de substancias inibidoras da biosintese dos esterdéis
como o benomil (Erwin & Ribeiro, 1996).

Apareceram entdo no mercado substancias quimicas seletivas contra organismos
pertencentes a classe Oomycetes. O aparecimento dos fungicidas sistémicos (Quadro 3) constituiu
uma nova linha de defesa das plantas contra as doencas causadas por espécies do género
Phytophthora, mostrando-se mais eficazes, a longo prazo, do que os fungicidas protetores (que
atuam na superficie da planta criando uma barreira para o fungo). Nos fungicidas sistémicos a
substéncia ativa é absorvida pelas folhas, tronco ou raizes da planta sendo translocada para outra
parte da planta. A translocacdo pode ocorrer transversalmente & folha (translaminar), no sentido
ascendente em direcdo ao apice (apoplastico) e descendente (simplastico), embora a maioria dos
fungicidas sistémicos sejam translocados no sentido ascendente através do fluxo respiratério da
planta (Gouveia, 1993; Erwin & Ribeiro, 1996).
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Quadro 3. Substancias activas de fungicidas sistémicos, contra organismos da classe Oomycetes (Erwin
& Ribeiro, 1996)

Marca comercial homologada em Portugal p/

Grupo Quimico Substancia ativa Castanheiro *!, Formulag&o*
Carbamatos protiocarbe —
propamocarbe —
Isoxazlis himexazol —
Acetamidas cimoxanil —
Fosfonatos fosetil de aluminio ALIETTE FLASH (BAYER), WG

ETYLIT PREMIER (SAPEC), WP
FOSBEL-80 PM (PROBELTE), WP
ALFIL (AFRASA), WP

Fenilamidas metalaxil —
(Acilalaninas)

benalaxil _

furalaxil _

*l(Fonte: DGAV, 2014) *\WG - granulos dispersiveis em agua; e WP - P6 molhavel

O aparecimento do metalaxil representou um grande avanco na luta quimica contra a
podriddo radicular e outras podridées causadas por espécies do género Phytophthora. Do grupo das
fenilamidas, o metalaxil € a substancia ativa mais usada, € solUvel na agua e eficaz contra todas as
espécies de Phytophthora, ndo afetando porém fungos ndo pertencentes a classe Oomycetes. E um
fungicida sistémico, com translocacdo apopléstica, que interfere com a sintese de RNA das espécies
de Phytophthora, podendo ser aplicado como fungicida terapéutico (curativo) em plantas j& infetadas.
Segundo Geissler & Katekar (1983), observou-se uma inibicdo da libertacdo de zodsporos de 90%
guando era aplicado o metalaxil numa concentragdo de 25ug/mL (dosagem in vitro). Bruck & Kenerley
(1983) demonstraram também que além de ter propriedades curativas o metalaxil pode também
possuir propriedades profilaticas (preventivas), reduzindo os propagulos no solo (testes realizados em
estufa).

A grande desvantagem do metalaxil, assim como de outros fungicidas semelhantes, esta na
sua acdo predominantemente fungistatica, ou seja, a ndo destruicdo da populacdo de oomicetas no
solo. Assim, quando o metalaxil é quimicamente transformado no solo o inéculo latente de
Phytophthora pode reaparecer e repor concentra¢cdes de indculo suficientes para gerar doencas
letais, devido & sua capacidade de rapida regeneracdo. Apesar de ainda ndo haver evidéncias de
desenvolvimento de resisténcia ao metalaxil por parte da espécie P. cinnamomi (e outros agentes
patogénicos do solo), este fenébmeno constitui um problema na medida em que ao aplicar o fungicida
as populacbes resistentes rapidamente vado dominar em relagdo as que sao sensiveis, pois a
producéo de propagulos sensiveis é suprimida. Este caso foi observado com a espécie Phytophthora
infestans na Irlanda e Holanda, onde populacdes resistentes se tornaram dominantes num ano
fazendo com que a aplicacdo de metalaxil fosse inutil no seu combate, sendo banido posteriormente

desses paises (Erwin & Ribeiro, 1996).

22



Em Portugal, o metalaxil € comercializado combinado com outras substancias ativas mas néo
tem homologacéo especifica para aplicagdo em castanheiro (DGAV, 2014).

Outro marco na luta quimica foi o aparecimento do fosetil de aluminio que também se
mostrou eficaz no combate a doencas provocadas pelo género Phytophthora. Foi o primeiro fungicida
com a capacidade de ser translocado no sentido ascendente (transportado no xilema juntamente com
a agua absorvida) e no sentido descendente (transportado no floema com os acgulcares resultantes da
fotossintese). Pode ser aplicado nas raizes, no tronco (injecBes) ou nas folhas. Este fungicida
demonstrou-se eficaz no controlo da podridao radicular causada pela espécie P. cinnamomi em
abacateiro porém, nas espécies P. infestans (em batateira) e P. sojae (em soja) o fosetil-Al foi
relativamente ineficaz. Existe controvérsia entre a hipétese de o modo de atuacgdo do fosetil-Al no
controlo das espécie de Phytophthora ser por atividade fungitoxica direta ou, por combinacédo de
fungitoxicidade e aumento da resisténcia por parte do hospedeiro (Erwin & Ribeiro, 1996). Em
Portugal existem nove marcas comerciais homologadas para utilizagdo em castanheiro (DGAYV,
2014).

1.3. Arizosfera do castanheiro

Lorenz Hiltner foi o primeiro cientista, em 1904, a utilizar o termo “rizosfera”, definindo-a como
sendo a regido do solo cuja atividade biologica é influenciada pelas raizes das plantas. A rizosfera é
também definida como a regido onde o solo e as raizes entram em contacto. E no plano da rizosfera
gue os microrganismos do solo, como as bactérias, os fungos, os nematodes, as algas etc.,
estabelecem a maior parte das interacbes com as plantas. Estas interac8es podem ser benéficas ou
prejudiciais para a planta, consoante a resposta desta as interacfes raiz-solo-microrganismo
(Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999; Barea et al., 2005; Fageria & Stone, 2006).

As raizes libertam exsudados de baixo peso molecular (monossacéaridos, aminoacidos,
vitaminas, etc.) para a rizosfera tornando-a um local atrativo para os microrganismos. Neste plano a
proliferacéo de bactérias chega a ser o dobro do que no espago ndo-rizosférico do solo. A rizosfera é
também um habitat favoravel ao desenvolvimento de populac¢des fungicas onde a proximidade com
as raizes estimula a germinacéo dos esporos dormentes presentes no solo ndo-rizosférico (Dantas et
al., 2009).

Com efeito, entre os inlUmeros organismos que se encontram na rizosfera, os fungos
representam um grupo importante, podendo ter efeitos benéficos consideraveis para as plantas i) ao
decomporem a matéria em compostos mais simples suscetiveis de serem assimilados pelas plantas;
i) no antagonismo com organismos da rizosfera prejudiciais a planta; iii) no estabelecimento de
relagbes simbidticas mutualistas, onde planta e fungo sdo beneficiados (micorrizas) e iv) na
estimulacdo da germinacdo de sementes. Porém, podem também ser prejudiciais para a planta

guando causam doencas (caso dos fungos fitopatogénicos) (Klein & Paschke, 2004).
1.3.1. Fungos Sapréfitas

Apesar de haver cerca de 80000 espécies de fungos identificadas e descritas, 0s

micologistas estimam que possam existir um total de 1,5 milhdes de espécies de fungos (Rogers,
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2011). Sdo organismos heterotroficos (ndo realizam fotossintese) alimentando-se por absorgéo
através das hifas, desempenhando um importante papel ecolégico nos mais diversos ecossistemas
como saprdfitas, simbiontes mutualistas, parasitas ou hiperparasitas (Stamets, 1993; Webster &
Weber, 2007).

Juntamente com as bactérias, os fungos saprdfitas sao responsaveis pela decomposicao de
matéria organica, sendo os principais recicladores no nosso planeta. A rede de hifas, que constitui o
micélio, é concebida para penetrar entre e dentro das paredes celulares das plantas. As enzimas e
acidos produzidos pelos fungos degradam compostos moleculares complexos em compostos
simples. O resultado da atividade destes fungos é o retorno de carbono, hidrogénio, azoto e minerais
ao ecossistema em moléculas assimilaveis pelas plantas, insetos e outros organismos. Os fungos
alimentam-se e prosperam na presenca de aclUcares simples (glucose, frutose, etc.), amido,
aminodacidos (como fonte de azoto), etc. (Stamets, 1993; Rogers, 2011).

Segundo Stamets (1993), entre os fungos saproéfitas ou decompositores podem distinguir-se
decompositores primarios, decompositores secundarios e decompositores terciarios. O primeiro grupo
refere-se aos fungos decompositores de rapido crescimento e que sédo 0s primeiros a colonizar
qgualquer tecido vegetal morto. Estes fungos produzem micélio que adere ao tecido vegetal
decompondo-o. A decomposicdo da-se por acdo das enzimas produzidas pelos fungos,
essencialmente lenhinases e celulases que quebram as moléculas de lenhina e de celulose da
parede celular vegetal. Os fungos pertencentes ao género Pleurotus e a espécie Lentinula edodes
sdo considerados decompositores primarios.

Apébs a quebra das componentes estruturais lenhina-celulose por parte das enzimas 0s
decompositores secundéarios decompdem o material resultante em matéria ainda mais simples. Além
dos fungos decompositores secundarios, também actinomicetas, bactérias e leveduras diversas
degradam estes compostos. Como consequéncia sdo libertados como subprodutos energia, diéxido
de carbono, amoniaco e outros gases. A espécie Agaricus brunnescens estd descrita como
decompositor secundario.

Ja os decompositores terciarios tém a capacidade de ocupar substratos onde a matéria ja se
encontra muito simplificada, aparentemente inabitavel para a maioria dos fungos. E o caso da espécie
Aleuria aurantia.

Num solo florestal existe, repetidamente, deposicdo de matéria organica. Assim,
decompositores primarios, secundarios e terciarios podem coexistir no mesmo local. Os fungos
interagem entre si e com 0 ambiente em redor (outros microrganismos, plantas, animais e insetos) e o
estudo destas interacdes e como elas influenciam o habitat florestal é de enorme complexidade
(Stamets, 1993).

1.3.2. Fungos Micorrizicos

O termo micorriza deriva do grego (mykes — fungo e rhiza — raiz) e designa uma associa¢ao
de caracter simbidtico e mutualista entre um fungo e as raizes de plantas. Heinrich Anton de Bary é
considerado o “pai” do termo simbiose utilizando-o para explicar a relagéo entre parasita e hospedeiro

e para descrever associacdes em que dois organismos saem beneficiados de uma relagdo. Este
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mesmo autor, em 1879, observou que por detras da formacao dos liquenes estava uma relagao entre
um fungo e uma alga em que os dois tiravam proveito da associacdo. Em 1885, Albert Bernhard
Frank utilizou o termo simbiose como uma relacdo que nédo implicava parasitismo. Com o passar do
tempo, o termo simbiose tem sido cada vez mais um termo utilizado para descrever associacdes
mutuamente benéficas entre dois organismos, enquanto o termo parasitismo descreve uma
associacdo parasitica de um organismo com o seu hospedeiro (Martins, 1997; Smith & Read, 2008).

De acordo com Martins (1997) as micorrizas dividem-se basicamente em trés grandes
grupos:

1. Endomicorrizas, nas quais o fungo se instala (coloniza) predominantemente no espaco
intracelular. E um grupo bastante diverso tanto nas caracteristicas estruturais como na variedade de
caracteristicas funcionais. Este grupo engloba as micorrizas arbusculares (tipo de micorrizas mais

comum) (Figura 2a), micorrizas ericoides (que ocorrem apenas na ordem Ericales) (Figura 2b) e

micorrizas das orquideas (que suportam a nutricdo na germinacao de plantas da familia Orchidaceae)
(Dighton, 2003; Smith & Read, 2008).

Figura 2. a) Micorriza arbuscular. A seta aponta para uma hifa intercelular a partir da qual cresceu o
arbusculo. b) Micorriza ericoide. llustracdo das células epidérmicas mostrando a entrada da hifa e
posterior enrolamento intracelular (Smith & Read, 2008).

2. Ectomicorrizas, que sé@o caracterizadas pela presenga de trés componentes estruturais: o
manto fangico que envolve a raiz, um conjunto de hifas intercelulares (entre as células da epiderme e
as do cortex) que constituem a rede de Hartig e um sistema de elementos de hifas que crescem para
o exterior (micélio exterior) que criam ligacbes essenciais ao solo. E um grupo estruturalmente
uniforme e caracteristico, possuindo porém uma grande diversidade de fungos associados a este tipo
de associagBes (Martins, 1997; Smith & Read, 2008). Segundo Molina et al. (1992) estima-se a
existéncia de 5 000 a 6 000 espécies de fungos que formam associacdes ectomicorrizicas.

Através da técnica de micorrizacdo paper-sandwich, Malajczuk et al. (1990) conseguiram
obter uma sincronizacdo da colonizagdo das primeiras raizes de uma espécie de Eucalyptus pelo
fungo Pisolithus sp. num periodo de horas. A sequéncia da formacado da ectomicorriza do eucalipto €
apresentada no Quadro 4. A Figura 3 mostra a colonizagdo de uma raiz de bétula pelo fungo
Pisolithus tinctorius.
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Quadro 4. Sequéncia da formagdo da ectomicorriza, pelo fungo Pisolithus sp., em eucalipto usando a
técnica paper-sandwich (Malajczuk et al.,1990)

Tempo Etapa de desenvolvimento Caracteristicas Anatdmicas

0-12h Pré-colonizacgao — Contacto das hifas com a raiz

12 — 24h Inicio da simbiose — Fixag&o do fungo a epiderme*

24 — 48h Colonizacéo pelo fungo — Camadas iniciais do manto

— Penetracao das hifas entre as células da

epiderme

48 - 96h Diferenciagdo da simbiose — Acumulacéo rapida das hifas constituintes do
manto

— Proliferacdo da rede de Hartig

96h — 7dias  Funcionamento simbiotico — Manto bem formado e firmemente pressionado
contra as células epidérmicas
— Cessacado de crescimento da rede de Hartig
*A ligacdo do fungo a epiderme parece dever-se a libertacdo de polissacaridos por parte da raiz (Nylund, 1980, citado por,
Martins, 1997).

Figura 3. Micorrizacao de Betula alleghaniensis pelo fungo Pisolithus tinctorius: a) Fases iniciais de uma
micorriza, com presenca de algumas hifas na superficie da raiz e numerosos pélos radiculares
sinalizados pelas setas; b) Manto de fina espessura formado na superficie da raiz; c) Manto
compacto cobrindo a raiz onde ja ndo s8o observados pélos radiculares. Fotografias de
microscopio eletrénico de varrimento, escalas = 100 um (Massicotte et al., 1990).
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3. Ectendomicorrizas, que sdo micorrizas que partilham muitas caracteristicas com as
ectomicorrizas mas que apresentam um elevado grau de penetracéo intracelular. Apresentam manto
e a colonizagdo ocorre tanto intra como intercelularmente. Fazem parte deste grupo as micorrizas
monotropoides (que além de apresentarem manto e rede de Hartig, penetram nas células

epidérmicas e corticais) e arbutoides (que apenas penetram nas células epidérmicas).

A classificacdo das micorrizas segundo Smith & Read (2008) é apresentada no Quadro 5.

Quadro 5. Caracteristicas dos principais tipos de micorrizas. Os carateres estruturais apresentados sao
referentes ao estado de maturidade e ndo de desenvolvimento ou estado senescente (Smith &

Read, 2008)
Ecto"  Ectendo Arbusc Eric Arbut Mono Orq
Hifas septados + + - T T T "
cenociticas - - + - - - -
Hifas intracelulares - + + + + + +
Presenca de Manto + +/- - - + - + )
Rede de Hartig + + - - + .
Aclorofilia - - -(+) - - + +
Taxa Fungicos® Basidio  Basidio  Glomer  Asco Basidio Basidio Basidio
Asco Asco
Taxa Hospedeiro™®  Gimno Gimno Brio Ericales Ericales Monotropoideae  Orchidales
Angio Angio Pterido Briof
Gimno
Angio

) Micorrizas: Ecto — Ectomicorrizas; Ectendo — Ectendomicorrizas; Arbusc — Arbusculares; Eric — Ericoides; Arbut — Arbutoides; Mono —
Monotropoides; Org — Orquideas.

@+ presenca; - auséncia; sinais entre parénteses significam que é raro a sua ocorréncia.
Taxa Fungicos: Basidio — Basidiomycota; Asco — Ascomycota; Glomer — Glomeromycota.

“ Taxa Hospedeiro: Gimno — Gymnospermae; Angio — Angiospermae; Pterido — Ptderidophyta; Brio — Bryophyta.

1.3.3. Ectomicorrizas do castanheiro

Em Baptista et al. (2010) foi observado que o grupo tréfico dominante associado a area do
castanheiro eram as ectomicorrizas (83%), aparecendo em menor nimero espécies saproéfitas e
parasitas.

Os fungos ectomicorrizicos beneficiam de varias maneiras as plantas hospedeiras. Segundo
Martins (1997), citando outros autores, as ectomicorrizas sao importantes para as plantas conferindo-
Ihes:

— Maior capacidade de absorcdo de nutrientes vegetais, nomeadamente de fésforo, azoto e

potassio, sobretudo em solos pobres.

— Aumento da toleréncia a metais pesados.

— Aumento da resisténcia a secura.

— Aumento da resisténcia a infe¢des por agentes patogéenicos.

Em contrapartida o fungo recebe da planta compostos de carbono (resultantes da
transformacéo do CO,) e agucares (glucose, frutose, sacarose, etc.).

Os inventarios de macrofungos em castanheiro (C. sativa) realizados em Portugal mostraram

gue a diversidade de fungos associada a esta espécie é abundante, sendo mais frequente encontrar
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espécies pertencentes aos géneros Amanita, Boletus, Cortinarius, Inocybe, Laccaria, Lactarius,
Russula, e Tricholoma (Préxis, 2000; Agro 689, 2007; Baptista et al., 2010).

No decurso do projeto Praxis (Ref:2/2.1/BIO/1072/95, 2000) procedeu-se também a
micorrizacdo in vitro de castanheiros obtidos por via seminal e por micropropagac¢éo. Neste ensaio 0s
fungos que obtiveram melhores resultados na associagdo ectomicorrizica com o0 castanheiro
pertenciam as espécies Paxillus involutus e Hebeloma crustuliniforme.

Em Branzanti et al. (1999) foi demonstrado que as associagdes ectomicorrizicas promovem o
crescimento do castanheiro, tendo-se verificado que em plantas micorrizadas a area foliar e 0 peso
seco da raiz eram significativamente maiores comparativamente as plantas que ndo tinham sido
inoculadas com fungos ectomicorrizicos. Segundo os resultados deste trabalho, além do incremento
em biomassa, parece que as raizes micorrizadas previnem a penetracdo do oomiceta Phytophthora
cinnamomi e o manto fungico funciona como uma barreira fisica, visto que os castanheiros, onde o
manto estava totalmente desenvolvido, ndo foram infetados por P. cinnamomi, ao contrario das raizes
ndo micorrizadas que foram infetadas apresentado danos generalizados nas células epidérmicas.

Em Blom et al. 2009 inventariou-se a comunidade ectomicorrizica num povoamento de
castanheiro saudavel e noutro infestado com P. cambivora. Os resultados mostraram que o conjunto
de espécies diferia nos dois sitios, ou seja, algumas ectomicorrizas que dominavam o povoamento
saudavel ndo estavam presentes no povoamento onde 0 agente patogénico estava presente e vice-
versa. Também foi observado que o manto fingico formado nas ectomicorrizas presentes na parcela
infestada era, na generalidade, mais fino que o das ectomicorrizas presentes na parcela saudavel.
Reitera-se, assim, a hipétese de o manto funcionar como barreira fisica e se este for mais fino pode

aumentar 0s espacos vazios causando maior exposicao do tecido radicular a rizosfera.

1.4. Objetivos do trabalho

Este trabalho teve como objetivo a investigagdo de meios de luta alternativos a luta quimica
contra Phytophthora cinnamomi em castanheiro.

A procura de alternativas aos meios de luta quimicos para controlo da doenga da tinta do
castanheiro impbe-se por razbBes epidemiolégicas, econdmicas e ambientais. Tal como ja
anteriormente referido, o risco de P. cinnamomi desenvolver resisténcia as substancias ativas
utilizadas no seu controlo é elevado & semelhanca do j& ocorrido na Irlanda e Holanda com a espécie
P. infestans. Por outro lado a aplicacdo do produto comercial a base de fosetil de aluminio,
homologado em Portugal para castanheiro, é onerosa, dado que em média custa cerca de 38
euros/kg, o que corresponde a um custo de quase 100 euros/ha por aplicacdo, sem contabilizar os
custos de horas-trabalho. Por fim, levantam-se também questbes ambientais pelo impacto que o
produto pode ter ao nivel de aguas superficiais e subterraneas.

A existéncia comprovada de organismos antagonistas de P. cinnamomi ao nivel da rizosfera
parece assim de extrema importancia na medida em que a sua eventual utilizacdo podera ser
preconizada para o controlo deste oomiceta. Estes organismos antagonistas, caso encontrem
condigBes favoraveis para se estabelecerem na rizosfera, podem mesmo ter um efeito protetor das

plantas mais duradouro que o conferido por algumas das substancias ativas atualmente utilizadas.
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Desta forma, neste trabalho procedeu-se a avaliagcdo e sele¢cdo in vitro de fungos
antagonistas de P. cinnamomi, onde foram testados, em confrontagdo com um isolado de
Phytophthora cinnamomi, 26 isolados de 18 espécies de fungos diferentes, entre as quais 9 tinham
comportamento saproéfita e 9 comportamento micorrizico.

Em seguida, para alguns dos isolados selecionados, realizaram-se testes de antagonismo
entre P. cinnamomi e o extrato derivado do metabolismo desses fungos. Foi selecionado o extrato de
Omphalotus olearius com efeito inibidor no crescimento micelial de dois isolados diferentes de
P. cinnamomi.

Sendo os zoosporos os propagulos mais eficientes no processo de infecdo das plantas,
decidiu-se testar também o efeito do extrato previamente selecionado na esporulacdo de
P. cinnamomi e consequente producédo de zodsporos.

No sentido de estudar a aplicabilidade do extrato de Omphalotus olearius como método de
controlo de P. cinnamomi, em condi¢cdes naturais, optou-se por testar o seu efeito na tolerancia de
castanheiros a este agente patogénico.

Devido ao reconhecido efeito protetor conferido pelas ectomicorrizas contra P. cinnamomi em
castanheiro e pela diversidade de espécies encontradas, habitualmente, associadas a castanheiro,
optou-se também por avaliar, neste trabalho, o efeito de dois fungos ectomicorrizicos, Paxillus

involutus e Laccaria bicolor, na tolerancia do castanheiro ao agente patogénico P. cinnamomi.
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2- Material e Métodos

2.1. Testes in vitro

A estirpe de Phytophthora cinnamomi testada nos ensaios (codigo PH107) foi isolada em
1990, a partir de castanheiros provenientes dos viveiros de Bornes (n° 107 — UTAD e I[MI
(internacional) — 340340).

As culturas de P. cinnamomi foram mantidas a crescer em meio gelosado de PDA (“Potato

Dextrose Agar”, Difco Laboratories, Detroit, Ml, EUA) e incubadas a 24°C.

2.1.1. Testes de antagonismo

A semelhanca das culturas de P. cinnamomi, os fungos testados provieram de culturas stock
mantidas em caixas de Petri (em cultura axénica) com PDA. As culturas foram incubadas a 24°C na
auséncia de luz. As estirpes dos fungos utilizadas neste ensaio e respetivas proveniéncias estao
indicados no Quadro 6.

Foram testados 26 isolados em confrontagdo com P. cinnamomi, dos quais 13 eram
micorrizicos e 13 eram saprdfitas. A interagdo in vitro entre os fungos e P. cinnamomi foi testada por
co-cultura de micélio em placas de Petri de 90 mm de diametro contendo 30 mL de PDA.

Optou-se por realizar o ensaio com duas modalidades, desfasada e simultanea, relativas ao
tempo de inoculacdo de Phytophthora cinnamomi. A modalidade testada para cada isolado consta no
Quadro 6: todos os fungos micorrizicos e ainda Lepista nuda foram previamente colocados a crescer
e sO passado uma semana se inocularam as placas com P. cinnamomi (modalidade desfasada). Os
restantes fungos sapréfitas foram inoculados em simultdneo com P. cinnamomi (modalidade
simultanea).

As co-culturas foram obtidas por transferéncia de micélio, retirado da periferia das colénias
com um furador com 5 mm de didmetro, colocando-se P. cinnamomi e cada fungo a 30 mm de
distancia entre si (Figura 4). Na modalidade com desfasamento o micélio do fungo a testar foi
transferido e sete dias depois colocou-se P. cinnamomi em confrontacao.

Realizaram-se co-culturas de controlo de P. cinnamomi (P. cinnamomi vs P. cinnamomi) com
inoculagdo simultanea e do fungo testado (p.e. Pisolithus tinctorius vs P. tinctorius) com inoculagéo
simultdnea ou desfasada.

Foram realizadas trés repeticdes para cada co-cultura. As placas foram incubadas a 24°C, na
auséncia de luz. Mediu-se o diametro das colbénias de dois em dois dias até a placa de Petri estar
totalmente colonizada ou o fungo testado e Phytophthora estarem sobrepostos. Em cada coldnia
mediu-se dois didmetros (Figura 4) em sentidos opostos (N-S e E-O) com o0 objetivo de calcular o
didmetro médio da coldnia.

A inibicdo do crescimento micelial de P. cinnamomi pelo fungo foi expressa em percentagem
de inibicdo do crescimento em relagdo a co-cultura de controlo, usando a formula de Vincent (1927),

citado em Shashidhara (2007), e que é dada por:
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onde:
| — Percentagem de inibicdo do crescimento micelial;
C — Crescimento micelial médio de P. cinnamomi nas co-culturas de controlo;

T — Crescimento micelial médio de P. cinnamomi na co-cultura teste (fungo vs Phytophthora);

A eficacia do fungo na inibicdo de P. cinnamomi foi também analisada através da razéo entre
o crescimento médio diario em diametro interno de Phytophthora (sentido E-O, Figura 4), pelo

crescimento médio diario em didmetro interno de Phytophthora na dire¢do do fungo:

Cc

R=?

onde:
R — Razéo entre os crescimentos miceliais diarios internos (E-O) de Phytophthora no controlo

e no teste;
C - Crescimento em diametro médio diario de Phytophthora na co-cultura de controlo;

T — Crescimento em didametro médio diario de Phytophthora na co-cultura de teste.

31



Quadro 6. Isolados utilizados nos testes de antagonismo com referéncia ao hospedeiro, origem
geograéfica, ano de obtencéo, Grupo tréfico (Moreau et al., 2004; Smith & Read, 2008) e modalidade
(Mod) em que foram testados

Isolado Espécie G.tréfico Mod Hospedeiro Origem Ano
AMR492 Amanita rubescens M D Quercus suber Grandola 2011
BS124 Boletus aereus M D Quercus suber Grandola 2010
BeBr5 Boletus edulis M D Franca 1990
A219 Hebeloma crustuliniforme M D Quercus suber Grandola 2011
HeSiv Hebeloma crustuliniforme M D Franca 1990
LB238 Laccaria bicolor M D Tsuga mertensiana EUA 1976
PAIANU Paxillus involutus M D Camberra 1986
PTO003 Pisolithus tinctorius M D Eucalyptus globulus Arouca 1987
PTO004 Pisolithus tinctorius M D Eucalyptus globulus Arouca 1987
PTOO7 Pisolithus tinctorius M D Eucalyptus/Acacia Leiria 2006
PTO27 Pisolithus tinctorius M D Eucalyptus globulus Espanha 2003
Scc092 Scleroderma citrinum M D Quercus suber Alcacer 1992
A103 Xerocomus rubellus M D Quercus suber Grandola 2011
GR574 Ganoderma lucidum S Si EUA 2007
GR430 Ganoderma resinaceum S Si Populus alba Escaroupim 1979
LE597 Lentinula edodes S Si Quercus sp. Franca 2004
LN2011(JBA) Lepista nuda S D Quercus suber Torres Vedras 2011
LNO091 Lepista nuda S D Quercus suber Ermidas do sado 1991
LN2012 Lepista nuda S Si Alenquer 2012
LN2012 Lepista nuda S D Alenquer 2012
MP093 Macrolepiota procera S Si Quercus suber Montargil 1993
MP234 Macrolepiota procera S Si Pinus pinaster Coruche 2002
OP598 Omphalotus olearius S Si Olea europaea Oeiras 2004
PL415 Pleurotus djamor S Si Quadrante Natural 2007
PL407 Pleurotus ostreatus S Si Betula alba Portugal 1979
SH523 Schyzophillum comune S Si Pinus pinaster Chamusca 1968
SuU257 Lentinula edodes S Si Quercus suber Infantado 1985

M — Micorrizico; S — Saprdéfita; D — Modalidade Desfasada; Si — Modalidade simultanea
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Figura 4. Esquema da base da placa de Petri com as orienta¢gdes das medi¢des de diametro.

2.1.2. Teste de antagonismo com extratos de fungos

Foram testados extratos provenientes de quatro espécies fungicas, Lactarius deliciosus,
Lentinula edodes, Lepista nuda e Omphalotus olearius, no total de seis isolados (Quadro 7). O extrato
de L. edodes foi obtido através do exsudado libertado pelo fungo durante a producdo de spawn
(in6éculo comercial para producdo de cogumelos) e em cavilhas de madeira (in6culo comercial para
producdo de cogumelos em toros), que foram fornecidos pela empresa Quadrante Natural. Os
restantes extratos provieram de culturas liquidas estabelecidas de forma similar para os trés fungos.

Para a obtencdo de culturas liquidas utilizou-se o meio Melin e Norkrans Modificado (MMN)
liquido, divido por baldes de Erlenmeyer, e esterilizado a 120°C/1 bar durante 20 minutos. De cada
fungo retirou-se, da periferia das colénias, seis discos com 5 mm de didmetro com que se inocularam
0s baldes com meio nutritivo. Os balbes foram a incubar a 24°C, no escuro, durante 15 dias. O extrato
foi obtido por filtragdo das culturas aproveitando-se apenas o liquido resultante.

De seguida, em placas de Petri de 90 mm, com meio PDA, fizeram-se quatro “pogos” com
9 mm de didmetro distanciados a 1 cm da margem da placa (Figura 5). Dois dos poc¢os opostos
serviram de controlo e foram preenchidos com &gua destilada esterilizada. Os outros dois pogos
foram preenchidos com o extrato do fungo a testar, consoante o caso. O preenchimento realizou-se
CcOm recurso a uma micropipeta com ponta esterilizada. Inocularam-se as placas, ao centro, com um
disco de micélio de P. cinnamomi (5 mm de didmetro). Este procedimento efetuou-se em condi¢des
de assepsia, em camara de fluxo laminar. Fizeram-se trés repeticdes para cada extrato testado e
ainda uma placa inoculada apenas com P. cinnamomi da mesma col6nia utilizada no ensaio. Todas
as placas foram incubadas a 24°C, no escuro, durante quatro dias no caso de L. edodes e sete dias
para L. deliciosus, O. olearius e L. nuda. Uma vez decorrida a incubacédo, mediu-se o didametro das
coldnias de P. cinnamomi na direcdo dos pogos-controlo e dos pogos-extrato.
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A eficacia do extrato dos fungos na inibicdo de P. cinnamomi foi expresso em percentagem
de inibicdo do crescimento micelial em relagédo ao crescimento diametral na direcdo da agua destilada
e na direcdo do extrato. Utilizou-se uma férmula adaptada da férmula de Vincent (1927), citado em
Shashidhara (2007), que é dada por:

onde:

= CH20_ CE

|
Chzo

| — Percentagem de inibicdo micelial de P. cinnamomi;

x 100

Ch20 — Crescimento micelial de P. cinnamomi na direcéo da agua destilada (testemunha);

Ce — Crescimento micelial de P. cinnamomi na dire¢éo do extrato.

Quadro 7. Fungos utilizados para obtencédo de culturas liquidas

G.trofico Espécie Cadigo Ano Hospedeiro Origem
Micorrizico Lactarius deliciosus A257 2011 Quercus suber Grandola
Saprofita Lentinula edodes Koshin 2013 Spawn Quadrante natural
Saprdfita Lentinula edodes LEBC 2013 Cavilhas Quadrante natural
Saprofita Lepista nuda LN 2011 (JBA) 2011 Quercus suber Torres Vedras
Saprofita Lepista nuda LNO091 2002 Quercus suber Ermidas do Sado
Saprofita Omphalotus olearius OP598 2004 Olea europaea Oeiras
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Figura 5. Esquema da base da placa de Petri para o ensaio de confronto indireto, com extrato de fungo.

2.1.3. Avaliagdo da acédo do extrato de Omphalotus olearius no crescimento micelial de

Phytophthora

Neste ensaio, para além da estirpe PH107 de P. cinnamomi foi ensaiada uma outra estirpe

isolada em 2011 a partir de solo contaminado, adiante designada como PH1160. O isolado OP598 de

O. olearius foi cultivado em meio liqguido MMN segundo o procedimento j& descrito (2.1.2.) sendo

posteriormente separado 0 meio da biomassa fangica por filtragado.
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O meio de cultura para testar o crescimento micelial das duas estirpes de P. cinnamomi em
confronto com extrato de Omphalotus olearius (OP598) foi PDA preparado na concentragéo final de
3,9%, utilizando quantidades varidveis de extrato de Omphalotus (resultante da filtrac&o).
Escolheram-se oito modalidades para este ensaio, correspondendo a oito percentagens de extrato de
Omphalotus. Para cada modalidade prepararam-se 150 mL de meio de cultura tal como é

apresentado no Quadro 8.

Quadro 8. Modalidades do ensaio consoante a percentagem de extrato Omphalotus utilizado (para um
total de 150 mL)

Percentagem de

Modalidade extrato H,O destilada Extrato de PDA
Omphalotus (mL) Omphalotus (mL) (9)
(%)

1 (Controlo) 0 150 0 5,85
2 2,5 146,25 3,75 5,85

3 5 142,50 7,50 5,85

4 7,5 138,75 11,25 5,85

5 10 135 15 5,85

6 20 120 30 5,85

7 50 75 75 5,85

8 100 0 150 5,85

Os baldes foram esterilizados a 120°C/1 bar durante 20 minutos. O meio de cultura
previamente esterilizado e arrefecido até 60°C foi de seguida transferido para placas de Petri estéreis
a razdo de 15 mL por placa. As placas foram inoculadas no centro com um disco de micélio de
P. cinnamomi com 5 mm de didmetro retirado da periferia de colénias com 7 dias de incubacéo. Para
cada modalidade “concentracdo X estirpe de P.cinnamomi”’ efetuaram-se quatro repeticdes. As
placas foram incubadas a 24°C, na auséncia de luz, durante cinco dias.

Apos o periodo inicial de incubacdo de cinco dias, o didmetro das colonias foi medido nas
duas dire¢cbes (N-S e E-O), em trés dias consecutivos, afim de calcular o crescimento médio diario da
colénia para cada modalidade. Efetuou-se uma comparac@o entre o didmetro médio e entre a
percentagem de inibic&o, no terceiro e uUltimo dia de medi¢&o, da modalidade controlo (0% de extrato)
e das culturas correspondentes as restantes modalidades. A semelhanca dos outros ensaios, a

percentagem de inibicdo foi calculada recorrendo a formula ja indicada em 2.1.1.

2.1.4. Avaliacdo da acdo do extrato de Omphalotus olearius na esporulacdo de
Phytophthora cinnamomi

A amostra de terra contaminada (7 C03/13) proveio do concelho de Mora e foi colhida perto
das raizes, a um metro do tronco, de um sobreiro adulto (Quercus suber) e a um palmo de
profundidade (+ 20 cm).

A presenca de P. cinnamomi na amostra foi confirmada através da observacdo de
frutificagbes (esporangios) presentes em “armadilhas” constituidas por discos de folhas. Para induzir
a formacéo dos esporangios, diluiu-se uma pequena parte da amostra em agua destilada e colocou-
se a flutuar discos de folhas novas de azinheira (Quercus ilex) (“armadilhas”). As placas assim
preparadas foram a incubar numa sala com luz ambiente a 24+2°C durante trés dias. O rebordo dos
discos foliares foi observado a lupa confirmando a presenca/auséncia de frutificacdes.
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Confirmada a contaminagdo da terra com P. cinnamomi, esta foi distribuida por placas de
Petri (cerca de 50g em cada placa) e adicionou-se 50mL de solugao de agua destilada com diferentes
percentagens de extrato de Omphalotus (Quadro 9). O extrato Omphalotus foi obtido de modo

semelhante ao descrito anteriormente (2.1.2).

Quadro 9. Modalidade do ensaio consoante a percentagem de extrato Omphalotus, em relagédo a agua
destilada, utilizada para saturar a terra contaminada

Percentagem de

. ) Extrato
. extrato Agua destilada Tratamento (mL)
Modalidade Omphalotus (mL) Omphell_lotus /509 terra
(%) (mL)

| (Controlo) 0 50 0 50

Il 5 47,5 2,5 50

1 15 42,5 7,5 50

v 25 37,5 12,5 50

\% 50 25 25 50

VI 75 12,5 37,5 50

VI 100 0 50 50

Realizaram-se trés repeticées por modalidade. Apés a diluicdo foram colocados a flutuar, em
cada placa de Petri, cinco discos foliares retirados de folhas novas de azinheira (Quercus ilex) com o
auxilio de um furador de 9 mm. Da mesma forma, as placas foram deixadas numa sala a temperatura
de 24+2°C, com luz ambiente, durante trés dias. Retiraram-se depois os discos foliares de cada
modalidade, e observaram-se a lupa binocular na ampliagdo maxima. Procedeu-se a contagem das
frutificacGes (esporangios).

Apébs a contagem das frutificacbes os discos foliares foram substituidos por novos, devido a
degradacdo do material biolégico. Também foram adicionados 40 mL de 4gua destilada a cada placa
de Petri para compensar a evaporacao (agua destilada + extrato Omphalotus). Assim se procedeu em
cada contagem de frutificaces, de trés em trés dias.

Para verificar a presenca de P. cinnamomi nas armadilhas, colocaram-se as folhas em
hipoclorito de sédio a 1,5% durante 5 minutos, lavaram-se em agua destilada esterilizada e, em
seguida, transferiram-se para meio seletivo para Phytophthora PARPNH (meio contendo quatro
antibidticos e um fungicida) composto por: sumo multivitaminico 100 mL/L, agar 20g/L, CaCOs 3 g/L,
pimaricina 10mg/L, ampicilina 200mg/L, rifampicina 10mg/L, pentacloronitrobenzeno (PCNB) 25mg/L,
nistatina 50mg/L, hymexazol 50mg/L.

As placas incubaram a 24°C em estufa durante 48 horas. ApoOs incubacdo as coldnias

desenvolvidas no meio seletivo foram observadas ao microscopio e identificadas.

2.2. Estudo do efeito do extrato Omphalotus em plantas inoculadas com Phytophthora
cinnamomi

O extrato de Omphalotus foi obtido de culturas liquidas de Omphalotus olearius tal como
descrito em 2.1.2.

As plantas utilizadas neste ensaio foram micropropagadas e provieram da Escola Superior
Agréria de Coimbra (ESAC).
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2.2.1. Preparacao de in6culo de Phytophthora cinnamomi

O in6culo de P. cinnamomi (isolado PH107) foi adaptado de Jung et al. (1996). Para 1,5 L de
mistura utilizou-se 1 380 mL de vermiculite e 120 mL de millet (Ponicium mileaceum) colocado em
agua durante uma hora e escorrido. A mistura foi regada com V8 liquido (por litro: 200 mL de sumo
V8, 3g de CaCO3, 800 mL de agua destilada), distribuida por frascos de vidro roscados e
autoclavada duas vezes durante 20 minutos a 120°C/1 bar.

Cada frasco foi inoculado com discos de micélio de P. cinnamomi, com 5 mm de diametro,
retirados da periferia de col6nias com 6 dias. Colocaram-se os frascos a incubar numa estufa a 24°C

durante duas semanas.

2.2.2. Estudo em clones de hibridos de Castanea sativa
O efeito do extrato Omphalotus na capacidade de Phytophthora cinnamomi infetar a planta foi
testado em clones de diferentes hibridos de C. sativa x C. crenata e C.sativa x C. molissima. A lista

de clones e o numero de plantas inoculadas encontram-se no Quadro 10.

Quadro 10. Lista dos hibridos e clones utilizados no ensaio do efeito do extrato Omphalotus em clones
hibridos de Castanea sativa inoculados com Phytophthora cinnamomi

Castanheiros em vasos de 600 mL

Testemunhas Inoculadas | lad
(sem com Ph tnohc'iﬁ Ya cinnar i Total

Clone 0 oracinnamomi Tota

Phytophthora Phytophthora +yex?rato Omphalotus

cinnamomi) cinnamomi
SC36 3 2 2 7
SC43 0 1 0 1
SC51 2 2 2 6
SC914 0 1 0 1
SC919 2 2 2 6
SM904 2 1 2 5
SM919 2 0 1 3
Total 11 9 9 29

SC — Hibrido de C. sativa x C. crenata; SM — Hibrido de C. sativa x C. mollissima.

Os castanheiros, em vasos de 600 mL, foram inoculados com 20 mL (=3% do volume do
vaso) de mistura vermiculite + millet, colonizada por P. cinnamomi; fizeram-se dois orificios em pontos
opostos do substrato no vaso onde se colocou o indculo tapando-o em seguida.

A modalidade de tratamento com extrato de Omphalotus foi aplicada uma semana apos a
inoculagdo. As plantas foram regadas com 40 mL de extrato Omphalotus uma semana apés a
inoculagdo com P. cinnamomi e foram mantidas em estufa de campo em tabuleiros. A rega foi
semanal, com 100 mL de agual/vaso.

Sempre que ocorreu a morte de uma planta registou-se a data e mediu-se altura, o didmetro,
as lesdes externa, interna e ao nivel do colo causadas por P. cinnamomi, e a notacdo da raiz. A
notagdo dada a raiz corresponde ao numero de raizes principais lesionadas e atribuiu-se valores de 0

a 5 consoante a percentagem de raizes principais lesionadas (Quadro 11).
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Quadro 11. Notagao radicular em fungéo da percentagem de raizes principais lesionadas

Notacdo Radicular Percentagem de raizes lesionadas

0 0

1 1% - 20%

2 21% - 40%
3 41% - 60%
4 61% - 80%
5 81% - 100%

2.2.3. Estudo em plantas micropropagadas do hibrido SC32

Vinte plantas pertencentes ao clone SC32, hibrido de C. sativa x C. crenata, foram escolhidas
e separadas em quatro grupos de cinco de acordo com as seguintes modalidades:

T — Plantas ndo inoculadas com P. cinnamomi e ndo tratadas com Omphalotus

P — Plantas inoculadas com P. cinnamomi e ndo tratadas com Omphalotus

PO — Plantas inoculadas com P. cinnamomi com e com tratamento de Omphalotus

P1 — Plantas inoculadas com P. cinnamomi e com aplicacdo de tratamento Omphalotus uma
semana apos a inoculagédo.

As plantas foram inoculadas com 20 mL (=3% do volume do vaso) de mistura de vermiculite +
millet, colonizada por P. cinnamomi; fizeram-se dois orificios em pontos opostos do substrato no vaso
onde se colocou o in6culo tapando-o em seguida. Logo apés a inoculacdo as plantas pertencentes
aos grupos T, P e P1 foram regadas com 200 mL de &gua (%5 do volume do vaso).

Diluiu-se 40 mL de extrato Omphalotus em 160 mL de &agua (correspondendo uma
percentagem de 20% de extrato Omphalotus) e aplicou-se nas plantas pertencentes ao grupo PO,
onde o tratamento foi aplicado simultaneamente a inoculacao.

No grupo P1, uma semana ap0s a inoculacdo das plantas, aplicou-se o tratamento regando
as plantas com 40 mL de extrato bruto de Omphalotus (n&o diluido).

As plantas foram mantidas em estufa de campo; os vasos foram colocados em tabuleiros e
regaram-se todas as plantas (dos grupos T, P, PO e P1) semanalmente com 100 mL de &gua.
Sempre que ocorreu a morte de uma planta registou-se a data e mediu-se a altura, o didmetro, as
lesBes externa, interna e ao nivel do colo causadas por P. cinnamomi, e atribuiu-se uma notagdo a

raiz (como em 2.2.2).

2.2.4. Estudo em plantas micropropagadas do clone SM919

Foram testadas oito plantas pertencentes ao clone SM919, hibrido de C. sativa x
C. mollissima.

A terra utilizada como in6culo foi sujeita a confirmacao da presencga de P. cinnamomi através
da técnica de armadilhagem anteriormente descrita (2.1.4.). Apds confirmagdo da contaminacgao
inocularam-se oito vasos com 100 mL de terra distribuindo-a pela superficie do substrato. Quatro
plantas serviram de controlo (apenas foram inoculadas com terra contaminada com Phytophthora
cinnamomi) e as outras quatro foram inoculadas e regadas com 100 mL de extrato Omphalotus.
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As plantas foram mantidas em condi¢des idénticas as plantas utilizadas no ensaio anterior.

Manteve-se sempre 4gua nos tabuleiros que continham os vasos.

2.3. Estudo do efeito das ectomicorrizas na tolerancia do castanheiro a Phytophthora
cinnamomi

Os castanheiros utilizados neste ensaio foram obtidos por micropropagacdo e provieram da
Escola Superior Agraria de Coimbra (ESAC). Foram micropropagados um hibrido de Castanea sativa
x Castanea crenata (SC912) e outro de C. sativa x C. mollissima (SM919). A suscetibilidade dos dois
hibridos foi previamente testada sendo que os resultados demonstraram elevada suscetibilidade a
P. cinnamomi (Costa et al., 2013).

Os fungos micorrizicos utilizados para inocular as plantas foram Laccaria bicolor (LB238) e
Paxillus involutus (PAIANU). Para producdo do inéculo os fungos em causa foram cultivados em
placas de Petri com quatro meios de cultura: PDA, MMN, ODDOUX (Oddoux, 1957) (Anexo 7.8) e
BAF (Moser, 1960) (Anexo 6.1), e incubadas em estufa a 24°C.

O indculo de P. cinnamomi foi produzido segundo o protocolo apresentado anteriormente em
2.2.1.

2.3.1. Micorrizacao de plantas pré-estabelecidas

Para producao do inéculo de P. involutus e de L. bicolor preparou-se 1 800 mL de mistura de
vermiculite e turfa na proporcao de 3:1 e esterilizou-se duas vezes a 120°C/1 bar durante 20 minutos.
Distribuiu-se a mistura igualmente por oito frascos de vidro roscados, humidificou-se com meio MMN
liquido e esterilizou-se novamente. Apés arrefecimento, cada frasco foi inoculado, sob fluxo laminar,
com ¥, da cultura desenvolvida em cada meio de cultura. A incubacéo realizou-se a 24°C, durante 30
dias.

O ensaio dispbs de dezasseis castanheiros hibridos, de cada um dos clones referidos, com
dois anos de idade (Figura 6). As plantas, mantidas em estufa de campo, foram medidas em altura e
transplantadas de vasos de 0,5 L para vasos de 1,5 L. Na altura do transplante as plantas foram
inoculadas com 75 mL (5% do volume do vaso) de mistura vermiculite + turfa colonizada por
P. involutus ou L. bicolor e colocada perto das raizes das plantas transplantadas. O remanescente do
substrato utilizado para preencher os vasos de 1,5 L (assim como para transplantar as testemunhas)
consistiu em mistura de vermiculite e turfa na proporcdo de 3:1. As plantas inoculadas foram

mantidas em condi¢Bes de estufa de campo durante 8 meses.
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3 Inoculadas ¢/ P. cinnamomi

6 Inoculadas com P. involutus

3 Testemunhas

SC912 (16)
SM919 (16) 6 Inoculadas com L. bicolor

3 Inoculadas ¢/ P. cinnamomi

VAVAN

3 Testemunhas

4 Testemunhas

< 2 Inoculadas c/ P. cinnamomi

2 Testemunhas

Figura 6. Distribuicdo das 16 plantas de cada hibrido pelas modalidades do ensaio.

2.3.2. Inoculagéo das plantas com Phytophthora cinnamomi

As plantas foram inoculadas com P. cinnamomi segundo o esquema da Figura 6. Inocularam-
se oito castanheiros de cada hibrido com 50 mL (=3% do volume do vaso) de mistura colonizada por
P. cinnamomi. Todos os vasos foram colocados em tabuleiros, mantendo-se sempre estes com agua.
Testemunhas (sem P. cinnamomi) e plantas inoculadas foram regadas de igual forma.

Registou-se o tempo decorrido até a morte da planta e mediu-se posteriormente a altura, o
didmetro, as lesdes externa, interna e ao nivel do colo causadas por P. cinnamomi, e atribuiu-se uma
notacao a raiz (como em 2.2.2).

Observou-se e quantificou-se a presenca de micorrizas no sistema radicular com auxilio de
lupa binocular. As raizes foram lavadas em agua corrente para a remocdo da terra. Apos a
observacé@o de todo o sistema radicular utilizou-se uma notacdo com base na percentagem dos
principais tipos de micorrizas em relacdo ao sistema radicular da planta. Para acertar a notacéo
cortou-se a raiz em pedacos de cerca de 5 cm de comprimento e contaram-se as raizes micorrizadas

e ndo micorrizadas em 100 pedacos retirados ao acaso.

2.4. Estudo do efeito do fungo Lepista nuda na tolerancia do sobreiro (Quercus suber)
a Phytophthora cinnamomi

Os sobreiros utilizados no ensaio foram obtidos por via seminal e mantidos em tabuleiros de
sementeira com cuvetes de 6x6x15 cm. As plantas (32) foram separadas em oito grupos consoante a
percentagem de micorrizagdo estimada a partir da observacdo das quatro faces do torréo (Quadro
12). Os quatro sobreiros, pertencentes a cada grupo, foram distribuidos pelas quatro modalidades do
ensaio:

TT — 8 sobreiros sem inoculagdo com Phytophthora cinnamomi e Lepista nuda

TL — 8 sobreiros sem Phytophthora cinnamomi e inoculados com Lepista nuda

PT — 8 sobreiros inoculados com Phytophthora cinnamomi sem Lepista nuda

PL — 8 sobreiros inoculados com Phytophthora cinnamomi e Lepista nuda
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O inéculo de P. cinnamomi foi obtido de forma semelhante ao descrito anteriormente (2.2.1.).
O in6culo de L. nuda foi preparado da mesma maneira que para P. cinnamomi, mas regado com meio
MMN liquido em vez de V8 liquido. As culturas foram incubadas em estufa a 24°C durante duas
semanas.

A inoculacdo dos sobreiros, segundo as modalidades, foi realizada na altura do seu
transplante para vasos de 3 L. O substrato dos vasos consistiu numa mistura de composto vegetal e
terra (1:1). As plantas foram inoculadas com 50 mL de millet previamente inoculado com P.
cinnamomi e 50 mL de millet inoculado com L. nuda.

Os sobreiros foram mantidos em estufa de campo e os vasos foram colocados em tabuleiros,

mantendo-se sempre estes com agua.

Quadro 12. Grupos consoante a percentagem de micorrizagdo estimada a partir da observacdo das
guatro faces do torréo.

Percentagem de
Micorrizas
Até 5%

Até 10%

Até 20%

Até 30%

Até 40%

Até 50%

Até 60%

Até 80%

Grupos

XIN|O|OD(WIN|F-

2.5. Andlise de dados

Os resultados sao apresentados como a média das repeticdes realizadas em cada teste.

As diferencas entre médias foram determinadas por analise de variancia (ANOVA), usando o
programa STATISTICA, versao 10.0, e calculadas pelo teste de Fisher ou Tukey, para probabilidades

inferiores a 5%.
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3. Resultados e Discusséo

3.1. Testes in vitro

3.1.1. Testes de antagonismo

Foi verificada a normalidade da distribuicdo dos dados e realizada uma analise de variancia
(ANOVA) da percentagem de inibicdo do crescimento micelial de P. cinnamomi entre as dezoito
espécies de fungos testadas (Anexo 6.2.). As percentagens de inibicdo de P. cinnamomi por cada
espécie foram comparadas pelo teste de Fisher LSD (Least Significant Difference), para P<0,05
(Quadro 13).

Quadro 13. Valores médios da percentagem de inibicdo do crescimento micelial de Phytophthora
cinnamomi por isolado testado e valores médios da percentagem de inibicdo por espécie (letras
diferentes representam diferencas significativas para o teste de Fisher LSD (p <0,05))

Espécie Isolado Inibicdo / isolado (%) Inibicdo média / espécie (%)
Boletus edulis BeBr5 -27,1 -27,1a
Schyzophillum commune SH523 -15,6 -15,6ab
. SuU257 -14,6
Lentinula edodes LE597 6.0 -10,3abc
Boletus aereus BS124 -8,3 -8,3abcd
Ganoderma resinaceum GR430 -8,2 -8,2abcd
Pleurotus ostreatus PL407 -7,5 -7,5abcd
Pleurotus djamor PL415 -4,3 -4,3abcd
Scleroderma citrinum Scc092 -0,8 -0,8bcd
PTO07 11,0
. . . PTO027 0,75
Pisolithus tinctorius PT004 2.7 1,0bcd
PT003 -4,9
Omphalotus olearius OP598 2,9 2,9bcde
Paxillus involutus PAIANU 52 5,2bcde
Laccaria bicolor LB238 8,9 8,9cdeg
. MP093 12,0
Macrolepiota procera MP234 85 10,2deg
Amanita rubescens AMR492 11,1 11,1defg
Xerocomus rubellus A103 14,0 14,0defg
Hebeloma HeSiv 12,2
crustuliniforme A219 28,2 20,2efg
LN2012_DES -1,3
: LN2012_SIM 51
Lepista nuda LNO9L 53.4 28,5f
LN2011(JBA) 56,6
Ganoderma lucidum GR574 30,3 30,3fg

Das dezoito espécies testadas a espécie Boletus edulis foi a que teve menos efeito na
inibicho do oomiceta Phytophthora cinnamomi (-27,1%), tendo-se mesmo registado valores
superiores de crescimento micelial guando em confronto. As percentagens mais altas de inibicao
foram observadas na confrontagdo com isolados de Lepista nuda (LN2011(JBA), 56,6% e LN-091,
53,4%) onde o crescimento em didmetro de P. cinnamomi registado na co-cultura de teste (em
confrontacdo com o fungo) foi menos de metade do que na co-cultura de controlo. A inibicao
percentual devida ao fungo Lepista nuda foi considerada significativamente diferente da inibicao
induzida pelas outras espécies. De notar que no confronto entre P. cinnamomi e Ganoderma lucidum
houve uma inibicdo de cerca de 30%; este basidiomiceta é bastante comum na Peninsula Ibérica,
encontrando-se associado sobretudo a raizes de folhosas, em arvores ja mortas ou muito degradadas
(Passola, 2011).
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A razédo (R) entre o crescimento diario de Phytophthora nas co-culturas de controlo (C) e nas
co-culturas de teste (T) foi analisada de forma semelhante a percentagem de inibicdo do crescimento
micelial. A andlise de variancia (ANOVA) mostrou diferencas significativas entre as espécies testadas

para o valor da razdo C/T (Quadro 14).

Quadro 14. Valores médios da razdo C/T por isolado e por espécie. Letras diferentes para a Razdo C/T de
cada espécie representam diferencas significativas entre as espécies para o teste de Fisher LSD

(p <0,05)
Espécie Isolado Razdo C/T por isolado Razéo C/T por espécie

Boletus edulis BeBr5 0,700 0,700a

. SU257 0,778
Lentinula edodes LE597 0959 0,868a
Boletus aereus BS124 0,890 0,890ab
Schyzophillum commune SH523 0,891 0,891ab
Ganoderma resinaceum GR430 0,921 0,921ab
Pleurotus djamor PL415 0,931 0,931ab
Pleurotus ostreatus PL407 0,935 0,935ab

PTOO7 1,245

L . . PTO27 1,031
Pisolithus tinctorius PT004 1071 1,085ab

PTO003 0,994
Omphalotus olearius OP598 1,094 1,094ab
Scleroderma citrinum Scc092 1,099 1,099ab
Amanita rubescens AMR492 1,109 1,109ab
Paxillus involutus PAIANU 1,144 1,144ab
Laccaria bicolor LB238 1,222 1,222ab
Xerocomus rubellus A103* 1,225 1,225ab

. MP093 1,381
Macrolepiota procera MP234 1136 1,258ab

. HeSiv 1,378
Hebeloma crustuliniforme A219* 1.430 1,404ab
Ganoderma lucidum GR574 1,770 1,770bc

LN2012_DES 0,980

. LN2012_SIM 1,206
Lepista nuda LNO91 3,067 2,313c

LN2011(JBA) 3,998

C - Crescimento em diametro médio de Phytophthora na co-cultura de controlo; T — Crescimento em diametro médio de
Phytophthora na co-cultura de teste.

* Este ensaio dispds de duas modalidades, uma desfasada e outra simultanea, devido ao facto de P. cinnamomi ter
apresentado uma elevada taxa de crescimento no meio de PDA, ocupando uma placa de 90 mm de diametro em poucos dias.
Os fungos que apresentavam baixas taxas de crescimento (muito inferiores a de P. cinnamomi), foram testados na modalidade
de desfasamento de uma semana, em alguns casos mais, com o objetivo de terem algum avango sobre a espécie
P. cinnamomi. Dois isolados tiveram mais de uma semana de desfasamento devido a taxa de crescimento ser muito baixa. No
teste com o isolado A103 (Xerocomus rubellus), apenas foi possivel realizar a confrontagdo com Phytophthora com 45 dias de
desfasamento. No teste com o isolado A219 (Hebeloma crustuliniforme) o desfasamento foi de 18 dias. Como foi referido em
Material e Métodos (2.1.1.), os fungos saproéfitas, a excegdo da espécie Lepista nuda, foram testados na modalidade
simultanea por apresentarem taxas de crescimento semelhantes a P. cinnamomi.

Apesar de existirem diferencas em relacéo a percentagem de inibicdo, os resultados da razéo
entre o crescimento diario de Phytophthora nas co-culturas de controlo e nas co-culturas de teste
mostram que, neste ensaio, Lepista nuda e Ganoderma lucidum foram os fungos que exibiram maior
antagonismo em relagdo a P. cinnamomi. Em confronto com o isolado LN2011(JBA), o oomiceta

P. cinnamomi cresceu, num dia, quatro vezes menos, na direcdo da espécie Lepista nuda,

comparativamente ao constatado na co-cultura de controlo (Figura 7a).
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Figura 7. Confrontagdo entre Phytophthora cinnamomi e: (a) Lepista nuda, isolado LN2011(JBA); (b)
Ganoderma lucidum, isolado GR574; (c) Macrolepiota procera, isolado MP093; e (d) Omphalotus
olearius, isolado OP598.

Apesar da percentagem de inibi¢cdo de P. cinnamomi e da razdo C/T ndo terem sido elevadas
no confronto com Omphalotus olearius, foi notéria uma zona de interagao distinta da observada nos
confrontos com os outros fungos testados, nomeadamente os micorrizicos. Ao contrario do que se
observou com a maioria dos outros fungos, quando as duas col6nias entraram em contacto o micélio
de Omphalotus olearius sobrep6s-se ao do oomiceta, crescendo mesmo por cima deste. A Figura 8a
ilustra esta interface, sendo evidente que o fungo inibidor continua a crescer sobre a col6nia do
oomiceta inibido, ao contrario do que aconteceu na confrontagdo com os fungos Pisolithus tinctorius
(Fig. 8b), Laccaria bicolor (Fig. 8c) e Paxillus involutus (Fig. 8d). Foi possivel observar que o micélio
de P. cinnamomi continuou a crescer, ocupando a zona da placa em volta das colonias dos trés
fungos micorrizicos, ao passo que no caso do fungo Omphalotus olearius ocorreu o inverso.
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Figura 8. Confrontagdo entre Phytophthora cinnamomi e: (a) Omphalotus olearius (OP598); (b) Pisolithus
tinctorius (PT027); (c) Laccaria bicolor (LB238); e (d) Paxillus involutus (PAIANU). A seta aponta
para o local onde micélio de Omphalotus olearius se sobrep8e ao de Phytophthora cinnamomi.

Os resultados mostram que a espécie Boletus edulis foi a menos eficaz (I=-27,1%, R=0,7) na
inibicdo do crescimento de P. cinnamomi. O valor negativo na percentagem de inibicdo (confirmado
pelo R <1) é indicativo que a espécie P. cinnamomi cresceu mais em confrontagdo com este fungo do
gue na co-cultura de controlo. Este fendbmeno ocorreu em mais 6 espécies testadas que
apresentaram percentagens negativas de inibicdo (R <1). E possivel colocar a hipotese de o
crescimento de P. cinnamomi ser estimulado pela presenca de certos fungos.

Dois isolados do fungo saproéfita Lepista nuda, inibiram de modo eficaz o crescimento de
P. cinnamomi e foram testados, como ja referido, segundo a modalidade desfasada (sete dias). O
isolado LN2012 foi testado em simultaneo (LN2012_SIM) e desfasado uma semana (LN2012_DES) e
ndo se mostrou eficaz na inibicdo do crescimento de P. cinnamomi. Na altura da confrontacdo este
fungo (LN2012) tinha sido isolado h& pouco tempo o que pode justificar a menor agressividade no
crescimento em placa, devido ao facto de ainda se encontrar em fase de adaptacdo a cultura em
meio nutritivo artificial.

O ensaio foi limitado pelo rapido crescimento de P.cinnamomi. A sobreposicdo de
crescimentos (de fungo e Phytophthora) ocorreu rapidamente pelo que nédo foi possivel efetuar
medicdes para além do terceiro dia de confrontacdo. Assim, as medi¢fes utilizadas para calcular a
percentagem de inibicdo s8o respeitantes, no maximo, ao terceiro dia de crescimento de
P. cinnamomi. Este fator foi limitante em alguns casos onde as intera¢des fungo vs. P. cinnamomi
continuaram depois dos trés dias, ou seja, o fungo testado ou P. cinnamomi ndo cessaram 0

crescimento ao terceiro dia.

45



3.1.2. Teste de antagonismo com extratos de fungos

Realizou-se uma andlise de variancia (ANOVA) das percentagens de inibicdo de
P. cinnamomi quando em confrontagdo com seis extratos de isolados de quatro espécies (Anexo
6.3.). As diferencas significativas na percentagem de inibic&o entre os isolados foram calculadas pelo
teste de Fisher LSD (Least Significant Difference), P <0,05 (Quadro 15).

Quadro 15. Valores médios da percentagem de inibicdo do crescimento micelial de Phytophthora
cinnamomi consoante o isolado de cada fungo. Letras diferentes para a inibicdo (%) de cada
isolado representam diferencas significativas entre os isolados para o teste de Fisher LSD (p

<0,05)
Espécie Isolado Inibicao de
Phytophthora cinnamomi (%)

Lentinula edodes L.edodes (spawn) -2,7a
Lentinula edodes L.edodes (cavilhas) -2,0a
Lepista nuda LN-091 -0,5a
Lactarius deliciosus A257 0,6a
Lepista nuda LN2011(JBA) 2,1a
Omphalotus olearius OP598 27,8b

Apesar do fungo Lentinula edodes ndo ter gerado resultados positivos nos testes de
antagonismo decidiu-se testar o poder inibidor do seu extrato. O extrato obtido através do exsudado
libertado pelo fungo no spawn e o obtido nas cavilhas de madeira tem caracteristicas diferentes pelo
gue se optou por testar os dois. Os resultados mostraram que o crescimento de P. cinnamomi ndo é
afetado por qualquer um dos extratos.

O fungo micorrizico Lactarius deliciosus ndo foi testado em confrontacdo com Phytophthora,
porém, o facto de existirem, na altura, culturas liquidas ja estabelecidas permitiu introduzir neste
ensaio, embora sem resultado positivo, o extrato de um fungo micorrizico.

Os resultados obtidos com os fungos Omphalotus olearius e Lepista huda nos testes de
confrontacdo in vitro com P. cinnamomi (3.1.1), suscitaram a verificagdo da origem do antagonismo
destes fungos face ao oomiceta. O teste de antagonismo entre Lepista huda e P. cinnamomi foi
desfasado (o fungo Lepista nuda cresceu com sete dias de avanco em relagdo ao oomiceta
P. cinnamomi) pelo que se colocou a hipétese de esgotamento de nutrientes no meio para o
crescimento da Phytophthora o que geraria uma diminuigdo na sua taxa de crescimento. O fungo
Omphalotus olearius produziu, em confrontagdo com P.cinnamomi, exsudado que pode ser
responsavel pelo antagonismo observado.

Dos seis extratos testados, provenientes de quatro espécies diferentes, o extrato de
Omphalotus olearius foi o que mais inibiu o crescimento de P. cinnamomi e o valor percentual de
inibicdo de 27,8% foi significativamente diferente dos valores de inibicdo registados para o0s outros
extratos. Na Figura 9 é possivel observar que o crescimento diametral de P. cinnamomi foi diferente
na presenga do extrato Omphalotus, mesmo na dire¢cdo do controlo (Agua destilada), em comparacao

com os restantes testes de extratos.
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Figura 9. Crescimento de Phytophthora cinnamomi na direc¢éo da dgua destilada (Norte-Sul) e na diregéo
(E-O) do extrato proveniente do fungo (a) Omphalotus olearius; (b) Lepista Nuda, isolado
LN2011(JBA); (c) Lepista Nuda, isolado LN-091; (d) Lactarius deliciosus; (e) Lentinula edodes, em
spawn e (f) Lentinula edodes, em cavilhas de madeira. O crescimento de Phytophthora cinnamomi
apresentado corresponde a sete dias em (a), (b), (c) e (d) e quatro dias em (e) e (f) ap6s a
inoculagéo das placas.

Os extratos provenientes das culturas liquidas dos dois isolados de Lepista nuda ndo
geraram resultados positivos. Assim os resultados obtidos nos testes de antagonismo com este fungo
podem estar relacionados com o consumo de nutrientes do meio PDA, durante a fase de
desfasamento, necessarios ao crescimento do oomiceta.

Por outro lado, o extrato de Omphalotus olearius € inibidor do crescimento de P. cinnamomi ja
que a colénia mostrou alteragfes claras em relacédo as restantes, mesmo no sentido da testemunha.
Este fenébmeno pode ser explicado pela difusdo do extrato no meio de cultura, a partir dos dois
"pocgos” onde previamente fora colocado. Ainda assim, o crescimento diametral de Phytophthora foi
maior no sentido da agua destilada do que no sentido do extrato, correspondendo a uma inibigdo de

cerca de 28%.

3.1.3. Avaliagdo da acdo do extrato de Omphalotus olearius no crescimento micelial de
Phytophthora cinnamomi

Tendo em conta que aguando da obtencédo do extrato de Omphalotus olearius se observou a
producdo de um abundante exsudado por parte do fungo em meio liquido (Figura 10) e apés
constatacdo do efeito antagonista face a P. cinnamomi (3.1.2.) decidiu-se testar o efeito de diferentes
concentracbes do extrato de Omphalotus, em meio PDA, na inibicdo no crescimento de

P. cinnamomi.
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Figura 10. Cultura liquida de Omphalotus olearius ao fim de 15 dias de incubacéao.

Efetuou-se a analise de variancia (ANOVA) dos valores de crescimento diametral e da
percentagem de inibicdo de P. cinnamomi, com dois fatores (Anexo 6.4.): percentagem de extrato
(0% a 100%) e isolado de P. cinnamomi (PH107 e PH1160). Os resultados da analise demonstraram
diferencgas significativas no crescimento entre isolados, entre diferentes percentagens de extrato e
entre os isolados para uma determinada percentagem de extrato (interacdo Isolado*%extrato). Para
cada isolado, as diferencas significativas no crescimento em didmetro e percentagem de inibicao,
entre diferentes percentagens de extrato, foram calculadas pelo teste de Tukey HSD (Honestly
Significant Difference), P <0,05 (Quadro 16).

Quadro 16. Valores médios do crescimento diametral de Phytophthora cinnamomi (isolados PH107 e
PH1160) ao sétimo dia seguidos dos respetivos desvios padrdo e valores em percentagem de
inibicdo (letras diferentes para o Didmetro (cm) e Inibicdo (%) representam diferencas
significativas entre a percentagem de extrato para o teste de Tukey HSD (p <0,05))

Isolado % Extrato Omphalotus Didmetro (cm) Inibicéo (%)

0 (Controlo) 7,90+0,08a Oa

2,5 6,20+0,10b 21,5b

5 3,74+0,55¢c 52,6¢

7,5 3,23+0,41c 59,1c

PH107 10 1,51+0.72d 80.9d

20 0,88+0,13d 88,8e

50 0,00+0,00e 100f

100 0,00+0,00e 100f
0 (Controlo) 6,29+0,15a Oa

2,5 4,74+0,38b 24,6b

5 3,63+0,24c 42,3c

7,5 3,10+0,33d 50,8d

PH1160 10 2.10+0,07¢ 66.6€

20 0,00+0,00f 100f

50 0,00+0,00f 100f

100 0,00+0,00f 100f

Diferencas significativas entre o crescimento micelial dos dois isolados PH107 e PH1106
podem ser observadas na modalidade controlo (0% de extrato Omphalotus) onde, sete dias apés a

inoculagédo, o isolado PH107 apresenta um didmetro médio de 7,90 cm, enquanto o isolado PH1160
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tem 6,29 cm. O crescimento do isolado PH107 foi totalmente inibido para concentracdes de 50 e
100% de extrato de Omphalotus. Para o isolado PH1160 a inibic&o foi total a partir da concentracéo
20% de extrato. Para se considerar que houve inibicdo total do crescimento de P. cinnamomi, todas
as repeticdes numa modalidade tiveram de apresentar crescimento micelial nulo (por exemplo: na
modalidade 20%, para o isolado PH107, houve uma das quatro repeticbes que apresentou
crescimento micelial nulo, como se registou crescimento nas outras repeti¢cdes, esta repeticdo foi
excluida e ndo entrou nos resultados). A utilizagdo de dois isolados neste ensaio confirmou que
existem diferencas de comportamento entre isolados P. cinnamomi. O isolado PH107 demonstrou
maior resisténcia ao apresentar uma taxa de crescimento mais elevada no controlo e pela cessacao
do crescimento ocorrer apenas para uma concentracdo de 50% de extrato Omphalotus. Este isolado
foi obtido a partir de solo contaminado proveniente de um viveiro produtor de castanheiros (Castanea
sativa). Ja o isolado PH1160 foi obtido a partir de solo contaminado proveniente de um montado de
sobro (Quercus suber).

E também possivel observar que, para ambos os isolados, ha um efeito inibidor do
crescimento a partir de uma concentracdo de 2,5% de extrato Omphalotus (3,75 mL em 150mL de

solugdo). Existe um decréscimo no diametro da colonia de P.cinnamomi, ou acréscimo da

percentagem de inibicdo, a medida que a concentracdo de extrato de Omphalotus foi aumentada
(Figura 11).

Figura 11. Crescimento micelial de Phytophthora cinnamomi (isolado PH107), ao quinto dia de incubacéo
nas oito modalidades do ensaio. (a) Modalidades 1 (0% de extrato — Controlo), 2 (2,5% de extrato),
3 (5%) e 4 (7,5%); (b) Modalidades 5 (10%), 6 (20%), 7 (50%) e 8 (100%). Nas modalidades 7 e 8 nao
houve desenvolvimento de micélio.

Com o objetivo de perceber de que modo o extrato inibe o crescimento micelial de
P. cinnamomi, procedeu-se & observagdo das carateristicas microscopicas das hifas no caso do
isolado PH107 nas modalidades contendo 0% e 20% de extrato Omphalotus (Figura 12). Na Figura
12a podem observar-se estruturas dilatadas na extremidade das hifas, vulgarmente designadas de
swellings. Estas estruturas sdo comuns em P. cinnamomi, porém apareceram em maior nimero nas
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colénias que cresceram em meio contendo extrato de Omphalotus do que nas testemunhas, o que
podera ser indicativo de que o oomiceta se encontrava em stress.

Em Harland (2007) foi estudado o efeito da desregulagdo da actina filamentosa (proteina
essencial no crescimento direcional de P. cinnamomi na extremidade da hifa) no crescimento do
oomiceta P. cinnamomi. Foi observado que quando era aplicado o tratamento, neste caso a
latrunculina B (inibidor da formacdo da actina filamentosa), o crescimento cessava rapidamente
seguindo-se a formacao abundante de swellings na regido sub-apical. O mesmo se verificou quando
se aplicou o extrato Omphalotus como pode ser confirmado pela Figura 12a, o que sugere que o
extrato exerce um efeito direto no crescimento direcional da P. cinnamomi na extremidade da hifa.

Figura 12. Aspetos microscopicos das hifas de Phytophthora cinnamomi (isolado PH107) (a) na
modalidade 20% de extrato de Omphalotus olearius e (b) na modalidade testemunha (0% de
extrato).

3.1.4. Avaliacdo da acdo do extrato de Omphalotus olearius na esporulagdo de
Phytophthora cinnamomi

A analise de variancia (ANOVA) do numero de esporangios (também designados
zoosporangios) em cada modalidade testada (percentagem extrato) demonstrou que o ndamero de
esporangios variou significativamente com a percentagem de extrato (Anexo 6.5.), nomeadamente
entre a testemunha (0% de extrato) e as restantes modalidades. As diferencas significativas foram
calculadas pelo teste de Fisher LSD (Least Significant Difference), P <0,05 (Quadro 17).

Quadro 17. NUmero médio de esporangios de Phytophthora cinnamomi em cada modalidade
(percentagem de extrato de Omphalotus) correspondente a primeira contagem (letras diferentes
representam diferencas significativas entre os extratos para o teste de Fisher LSD (p <0,05))

. Percentagem de extrato N° médio de esporangios
Modalidade Omphalotus (%) (12 Contagem)
| (Controlo) 0 65,5b
1] 25 Oa
v 50 Oa
\Y 75 Oa
\Y 100 Oa
I(Controlo) 0 115,1b
I 5 Oa
Il 15 Oa
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A contagem dos esporéngios permitiu avaliar a eficacia do extrato de Omphalotus na inibi¢céo
da diferenciacao de esporangios de Phytophthora cinnamomi.

O ensaio comecou por englobar as modalidades contendo 0, 25, 50, 75 e 100% de extrato
Omphalotus. Como ndo foram observadas frutificaces nas concentracdes testadas (com excecéo do
controlo) decidiu-se baixar a concentracdo de extrato Omphalotus e foi necessario fazer um novo
controlo para as modalidades contendo 5% e 10% de extrato.

A partir de uma percentagem de 15% de extrato Omphalotus a producdo de esporangios é
totalmente inibida, ou seja, mesmo apés as diluices do meio Omphalotus, ndo foram observados
esporangios de P. cinnamomi em nenhuma das contagens. Cada repeticdo (placa) conteve 5
“armadilhas”, isto quer dizer que nas 15 “armadilhas” observadas para cada modalidade nao foram
encontrados esporangios. Na primeira contagem apenas o controlo para as modalidades IlI, 1V, V e VI
e o controlo para a modalidades | e Il apresentaram frutificac6es cujo nimero médio foi cerca de 66 e
115, respetivamente.

Como foi referido em Material e Métodos (2.1.4) apds a contagem das frutificacGes, além da
substituicdo dos discos, foram também adicionados 40 mL de agua destilada a cada placa de Petri
devido a evaporacao do tratamento (agua destilada + extrato Omphalotus). Para as modalidades Il a
VI (25%, 50%, 75%, 100%) acrescentou-se por duas vezes 40 mL de agua destilada. Para as
modalidades | e Il foi necessario adicionar por trés vezes 40 mL de agua destilada (para quatro
contagens de frutificacdes).

As “armadilhas” pertencentes a modalidade que continha 5% de extrato Omphalotus (VI) ndo
apresentaram frutificacdes (esporéngios) nas primeiras duas contagens. Na terceira contagem
(correspondente a segunda diluicdo) apareceram esporangios em 7 dos 15 discos foliares, em média
correspondendo a 24 esporangios, € na 42 contagem 14 dos 15 discos foliares apresentavam
frutificagBes, com uma média de 57 esporangios/disco. O aparecimento de esporangios na terceira
contagem, confirmado pela quarta contagem, deveu-se & diluicAo do extrato Omphalotus. A
concentracdo de 5% significa que, em 50 mL de solucdo (dgua destilada + extrato Omphalotus), 2,5
mL correspondia ao extrato Omphalotus. Nos discos foliares pertencentes as modalidades onde nao
houve producéo de esporangios foi possivel observar na periferia a formagédo de um “anel” de tecido
necrosado de cor castanho enquanto que a parte interior da folha (disco) se manteve verde (Figura
13c). As folhas correspondentes ao controlo, onde se registou producdo de esporangios, ficaram
totalmente necrosadas ao fim de trés dias (Figura 13b).

Foi ainda possivel observar a lupa a formacédo de uma rede de hifas no rebordo dos discos
foliares que ndo continham esporangios (Figura 13e). Contudo nédo foi possivel confirmar que este
micélio pertencia a Phytophthora sp.

A tentativa de isolar P. cinnamomi em meio seletivo PARPNH a partir das “armadilhas” teve
como objetivo a verificacdo da presenca de micélio desta espécie nos discos. Ndo foi observado
gualquer crescimento micelial de P. cinnamomi a partir das armadilhas que n&o continham
esporangios. Este método de isolamento nem sempre € bem sucedido pois, apesar de 0 meio conter
quatro antibidticos e um fungicida, existem espécies no solo que tém capacidade para se desenvolver
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neste meio competindo com a P. cinnamomi (por exemplo espécies do género Pythium) (Jeffers &
Martin, 1986).

@

Figura 13. Efeito do extrato Omphalotus na esprula(;éo de Phytophthora cinnamomi (a) Caixa de Petri
com os discos foliares a flutuar. (b) Disco foliar com trés dias e observada a lupa, onde se registou
formacédo de esporéngios (nesta armadilha foram contados 276 esporangios de Phytophthora

cinnamomi). (c) Disco foliar com trés dias, observado a lupa, onde ndo ocorreu produgédo de
esporangios e na periferia do qual é possivel observar a necrose dos tecidos (seta). (d) Pormenor
da periferia do disco (b) com formagédo de esporangios. (e) Rede de micélio formada no disco foliar
(c) onde ocorreu inibicdo da formacao de esporéangios.

3.2. Estudo do efeito do extrato de Omphalotus em plantas inoculadas com

Phytophthora cinnamomi

3.2.1. Estudo em clones de hibridos de Castanea sativa

Neste ensaio foram inoculadas 9 plantas com P. cinnamomi e sem tratamento (P) e 9 plantas
com tratamento de extrato puro de Omphalotus uma semana apés a inoculagdo (P1). Entre as 18
plantas inoculadas constavam dois hibridos diferentes, 9 plantas provieram de cruzamentos C. sativa
x C. crenata (SC) e 4 plantas do cruzamento C. sativa x C. mollissima (SM). No total testaram-se 13
clones geneticamente diferentes. Os valores das lesbes, notacdo e sobrevivéncia de cada clone
foram analisados em conjunto.

Realizou-se uma andlise de varidncia da extensdo da lesdo externa e interna, da
percentagem de lesdo do colo, da notacdo da raiz e dos dias de sobrevivéncia, entre as duas
modalidades (Anexo 6.6.): plantas inoculadas com P. cinnamomi (P) e plantas inoculadas com P.
cinnamomi e regadas, passada uma semana, com extrato puro de Omphalotus (one-way ANOVA). As

diferengas significativas nos valores das lesfes, da notacdo radicular e da sobrevivéncia, entre as
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duas modalidades, foram calculadas pelo teste de Fisher LSD (Least Significant Difference), P <0,05
(Quadro 18).

Quadro 18. Valores médios da extensédo das lesGes externa, interna e do colo, da notagao radicular e dos
dias de sobrevivéncia das plantas (letras diferentes para cada tipo de medigdo representam
diferencas significativas, entre as modalidades, da extenséo das lesdes, da notagdo da raiz ou dos
dias de sobrevivéncia para o teste de Fisher LSD (p <0,05))

Modalidade Lesdo Externa Leséo Interna Lesao do Colo Nota da Raiz Sobrevivéncia

(cm) (cm) (%) (0-5) (dias)
P 2,01a 3,31a 68,89a 3,06a 91,6a
P1 1,64a 6,74a 84,44a 3,67a 106,3a

A lesdo externa foi ligeiramente maior nas plantas inoculadas com P. cinnamomi e sem
tratamento (P), com uma diferenca de cerca de 0,4 cm entre as modalidades (diferenca néo
significativa). As plantas com tratamento de extrato Omphalotus (P1) sobreviveram mais 15 dias
comparativamente as plantas sem tratamento. A les@o interna e do colo foi maior nas plantas
pertencentes a modalidade P1. Neste ensaio a notacdo das raizes foi ligeiramente superior na
modalidade P1.

3.2.2. Efeito em plantas micropropagadas do mesmo clone (SC32)

Foi feita uma analise de variancia, da extensdo da lesdo externa e interna, da percentagem
de lesédo do colo, da notacdo da raiz e dos dias de sobrevivéncia, entre as diferentes modalidades
(Anexo 6.7.): plantas inoculadas com P. cinnamomi (P), plantas inoculadas com P. cinnamomi e
regadas simultaneamente com extrato Omphalotus diluido (PO) e plantas inoculadas com
P. cinnamomi e regadas, passada uma semana, com extrato Omphalotus puro (one-way ANOVA).
Para cada parametro analisado as diferencas significativas entre as trés modalidades foram
calculadas pelo teste de Fisher LSD (Least Significant Difference), P <0,05 (Quadro 19).

Quadro 19. Valores médios da extensédo das lesbes externa, interna e do colo, da notacéo radicular e dos
dias de sobrevivéncia das plantas do clone SC32 (letras diferentes para cada tipo de medicdo
representam diferencgas significativas, entre as modalidades, da extensdo das lesdes, da notacao
da raiz ou dos dias de sobrevivéncia para o teste de Fisher LSD (p <0,05))

Lesdo Externa Leséao Interna Lesédo do Colo Nota da Raiz Sobrevivéncia

1 *
Modalidade (cm) (cm) (%) (0-5) (dias)
3 7.54a 7.74a 100 5a 79,43
PO 4,68a 6,38a 100 5a 80,4a
p1 5.80a 19,200 100 2,25h 98 5a

* Modalidades: P = plantas inoculadas com P. cinnamomi; PO = plantas inoculadas com P. cinnamomi e regadas
simultaneamente com extrato Omphalotus diluido; P1 = plantas inoculadas com P. cinnamomi e regadas, passada uma
semana, com extrato Omphalotus puro.

Apesar de as diferencas ndo serem significativas entre as modalidades, a extensdo da leséo
externa nas modalidades onde se aplicou o extrato Omphalotus (PO e P1) foi em média menor
relativamente a registada nas plantas inoculadas com P. cihnnamomi sem tratamento (P). As plantas
que foram tratadas uma semana ap0s a inoculagdo com o extrato puro de Omphalotus (P1)
sobreviveram mais 20 dias, aproximadamente, do que as inoculadas com P. cinnamomi e que nao
tiveram tratamento (P). Das cinco plantas inseridas na modalidade P1, quatro morreram

apresentando lesbes claras de P. cinnamomi havendo uma planta que sobreviveu a infecdo. Esta
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planta ndo foi processada até a data e nao entrou para os resultados acima apresentados (Quadro
19). E possivel observar que para lesdes externas menos extensas a sobrevivéncia em dias
aumentou, ainda que sem diferencas significativas entre modalidades.

O valor da lesdo interna foi significativamente maior nas plantas inseridas na modalidade P1,
0 que parece estar relacionado com o facto de nas plantas desta modalidade a lesdo externa néo ter
sido téo expressiva e a planta ter sobrevivido um maior nimero de dias. Na altura do processamento,
todas as plantas mortas apresentaram lesées em 100% do colo ndo havendo variabilidade entre as
modalidades.

A notacdo radicular foi significativamente menor (2,25, numa escala de 0 a 5) nas plantas
tratadas com o extrato Omphalotus puro (P1). A aplicacdo simultdnea do extrato Omphalotus na
concentracdo 20% n&do surtiu efeito ao nivel das raizes dado que estas foram infetadas de modo
semelhante ao ocorrido nas plantas testemunha (P). Quando as plantas da modalidade P1 foram
processadas, observou-se que as raizes estavam em bom estado, ou seja, apresentavam-se
castanhas e bem desenvolvidas em vez de enegrecidas e com os tecidos moles como acontece
guando infetadas por P. cinnamomi (sintoma caracteristico). A penetracdo do oomiceta P. cinnamomi
nestas plantas parece ter ocorrido ao nivel das raizes de menor didmetro, junto ao colo, existindo
plantas que apesar de terem sintomas de P.cinnamomi localizados em apenas uma raiz fina,
acabaram por morrer.

A Figura 14 mostra a lesdo externa, interna e do colo observadas nas plantas infetadas com
Phytophthora cinnamomi.

A maior percentagem de sobrevivéncia detetada nas plantas da modalidade P1 podera estar
relacionada com a menor notacdo radicular. A aplicacdo do extrato puro de Omphalotus pode ter
retardado o processo de infecdo através da inibicho da formacdo de esporéngios e
consequentemente de zodsporos. O facto de as plantas terem sido regadas todas as semanas com
100 mL de &gua, levando a uma consequente diluicdo do tratamento, pode ter permitido a produgéo
de propégulos de infecdo. Esses propagulos terdo sido produzidos em menor nimero pelo que se

registou também um menor nimero de raizes infetadas.
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Figura 14. (a) Planta do clone SC32, 40 dias apés inoculagdo com Phytophthora cinnamomi onde é visivel
a lesdo necrdtica externa do caule (seta). (b) Aspeto da lesdo interna caracterizada pelo
enegrecimento dos tecidos condutores (seta). (c) Lesdo ao nivel do colo, caraterizada pelo
escurecimento do cilindro central (seta).

3.2.3. Efeito do extrato Omphalotus em plantas inoculadas com terra contaminada com
Phytophthora cinnamomi

As plantas foram observadas 120 dias apds a inoculagdo com terra contaminada com
P. cinnamomi. Em nenhuma das plantas foram observadas lesdes caracteristicas de P. cinnamomi.
N&do se observou o enegrecimento do caule (lesdo externa=0cm), ndo se observou qualquer
necrose interna dos tecidos (lesdo interna = 0 cm), o colo apresentava-se intacto sem lesdo no
cilindro central ou em torno deste (lesdo do colo=0%) e por fim as raizes apresentavam-se bem
desenvolvidas e com cor normal sem sinais de infecdo do agente patogénico.

As plantas foram mantidas em condi¢cbes favoraveis a ocorréncia de infecdo de
P. cinnamomi, nomeadamente de encharcamento, durante tempo suficiente para que ocorresse
infecdo. Dado que nenhuma planta, incluindo as testemunhas, apresentou lesdes de P. cinnamomi
pode-se concluir que o inéculo néo foi eficaz. Apesar de ter havido confirmacgdo de contaminagéo do
solo, através da técnica de armadilha descrita em Material e Métodos (2.1.4), aparentemente o
isolado de P. cinnamomi utilizado n&o se revelou patogénico nas plantas em causa. Uma vez que o
solo utilizado como in6culo era proveniente de um montado de Quercus suber poder-se-4 estar na
presenca de uma situacéo de especificidade ao nivel do isolado de P. cinnamomi para o hospedeiro.

Nos outros ensaios 0s castanheiros foram sempre inoculados com quantidades significativas
de micélio (em millet) de P. cinnamomi do isolado PH107. Este isolado tinha sido selecionado pela

sua elevada agressividade em C. sativa (Dinis et al. 2011).
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3.3. Estudo do efeito das ectomicorrizas na toleréncia do Castanheiro a Phytophthora
cinnamomi

A inoculagdo dos castanheiros com Paxillus involutus nao foi eficaz. Oito meses apds a
inoculagdo, entre os 6 castanheiros (dos dois hibridos) inoculados com P. involutus, apenas se
observou um grupo de ectomicorrizas de Paxillus involutus num castanheiro do clone SM919. A
inoculagdo com Laccaria bicolor teve maior sucesso, tendo sido observadas ectomicorrizas deste
fungo em cinco castanheiros dos seis que foram inoculados. Porém, é de considerar a hipotese de
gue as plantas ja estavam micorrizadas com Laccaria bicolor anteriormente, devido ao facto de este
fungo estar presente no viveiro onde os ensaios foram conduzidos. Todos os sistemas radiculares
observados a lupa apresentaram elevadas percentagens de Thelephora terrestris e alguns tinham
também micorrizas de Cenococcum geophilum (Figura 15). Estes fungos estdo presentes
naturalmente na natureza, e competem com outros fungos micorrizicos podendo ser esta a razéo de
a inoculagéo dos castanheiros com Paxillus involutus n&o ter sido bem sucedida.

Figura 15. Micorrizas de Cenococcum geophilum em castanheiro.

O Quadro 20 apresenta a sobrevivéncia dos dois hibridos consoante a inoculagdo. O teste de
Fisher LSD (Least Significant Difference), P <0,05 utilizado para calcular as diferencas entre as
inoculagBes mostrou que a sobrevivéncia ndo foi significativamente diferente entre os castanheiros

ndo inoculados e inoculados com P. involutus e L. bicolor (Anexo 6.8.).

Quadro 20. Valores médios dos dias de sobrevivéncia consoante a inoculag¢édo nos dois hibridos

Clone Fungo micorrizico inoculado Sobrevivéncia (dias)*

SC912 Testemunha 84,0a

SM919 Laccaria bicolor 105,7a

SM919 Paxillus involutus 118,3a
* Letras diferentes representam diferencas significativas, entre as modalidades, para o teste de Fisher LSD (p <0,05).




Considera-se assim que as testemunhas, ou seja, as plantas que ndo foram inoculadas com
P. involutus nem com L. bicolor, ndo representaram verdadeiras testemunhas pois estavam
micorrizadas com o0s fungos encontrados nos outros castanheiros (Thelephora terrestris e
Cenococcum geophilum).

Além da sobrevivéncia, os valores da lesdo externa e interna, da lesdo do colo e da notacéo
radicular ndo mostraram diferencas significativas entre as inoculacdes.

Como nao ocorreu micorrizacdo dos castanheiros, possivelmente devido a presenca de
contaminantes como o fungo T. terrestris, ndo foi possivel avaliar a eficacia das ectomicorrizas na
protecdo ao nivel das raizes dos castanheiros contra a podridéo radicular causada por P. cinnamomi.
Apenas se verificou que apesar de estar presente, o fungo T. terrestris ndo conferiu protecdo as

plantas contra a entrada deste oomiceta.

3.4. Efeito do fungo Lepista nuda na tolerdncia do sobreiro (Quercus suber) a
Phytophthora cinnamomi

Os sobreiros foram analisados 11 meses apds a inoculacdo. Os sobreiros apresentavam
sintomas de stress devido as condicées de encharcamento. Dos oito sobreiros inoculados com
P. cinnamomi sem Lepista nuda (PT) apenas um morreu e apresentou sintomas caracteristicos de
infecdo por P. cinnamomi; nos restantes sobreiros da modalidade PT ndo se observou qualquer lesédo
externa, interna ou nas raizes. Na modalidade com inoculacéo de P. cinnamomi e Lepista nuda (PL)
houve apenas um sobreiro que morreu e apresentava lesdes de infecdo por P. cinnamomi. Assim,
passado quase um ano, dos dezasseis sobreiros inoculados com P. cinnamomi apenas dois
morreram nao havendo quaisquer lesGes nas outras plantas.

As condi¢cdes mantidas foram, mais uma vez, ideais a ocorréncia de infecdo. Os sobreiros
apresentaram-se debilitados, com fraco desenvolvimento ao nivel da raiz e ao nivel aéreo, devido ao
encharcamento, condi¢cdo que supostamente os tornaria mais suscetiveis a doenga causada por
P. cinnamomi. Nos sobreiros, como nos castanheiros, a resisténcia a um agente patogénico é um
fator genético. Pelo facto de serem de origem seminal a variabilidade genética era grande entre as
plantas utilizadas neste ensaio. O sobreiro mostrou-se, em geral, mais resistente que o castanheiro.
O efeito competidor do fungo sapréfita Lepista nuda com P. cinnamomi foi inconclusivo pelo facto de
a maioria dos sobreiros néo terem sido afetados por P. cinnamomi.

Os resultados deste ensaio reforcam a ideia da possivel existéncia de especificidade para o
hospedeiro no seio das popula¢des de P. cinnamomi, visto que neste caso, o inéculo utilizado (millet

inoculado com o isolado PH107) é originario de Castanea sativa.
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4. Conclusdes

O presente trabalho teve como objetivos a avaliagéo e selecéo in vitro de fungos antagonistas
de Phytophthora cinnamomi; compreender a(s) causa(s) do antagonismo dos fungos selecionados;
avaliar o efeito destes fungos e a sua aplicabilidade no combate a P. cinnamomi em condi¢ces
naturais; e avaliar o efeito das ectomicorrizas na protecdo das plantas ao nivel das raizes.

O comportamento dos fungos in vitro é diferente em relagdo ao habitat natural. Nos testes de
antagonismo realizados apenas duas espécies de fungos foram selecionadas, ainda que nado se
possa descartar a hipotese de que, em condi¢cdes naturais, as outras espécies testadas sejam
antagonistas de P. cinnamomi.

O extrato de Lepista nuda ndo teve efeito antagonista em relagdo a P. cinnamomi, ainda que
o estudo do efeito do micélio de Lepista nuda na tolerdncia do sobreiro ao agente patogénico tenha
sido inconclusivo (uma vez que ndo ocorreu infecdo). Sera interessante, num futuro préximo, testar
esta espécie em castanheiros utilizando um isolado agressivo de P. cinnamomi.

O extrato de Omphalotus olearius, espécie selecionada nos testes de antagonismo, mostrou-
se eficaz, através do seu extrato, na inibicdo do crescimento micelial de P. cinnamomi assim como na
inibicdo da formacdo de zoosporangios. Porém, o seu efeito esta dependente da concentracdo em
gue se encontra no solo, pelo que, na natureza, a diluicdo sera um fator preponderante a ter em conta
0 que, previsivelmente, dificulta a sua aplicabilidade. No futuro poderé ser interessante investigar qual
a substancia ativa no extrato deste fungo que é responsavel pelo antagonismo com P. cinnamomi,
com o objetivo de facilitar a sua aplicagdo no solo como controlo da podridao radicular.

Apesar de o efeito das ectomicorrizas nédo ter ficado demonstrado neste trabalho, em
ambiente natural e em locais onde estas j4 se encontram instaladas, na altura do aparecimento do
oomiceta, segundo Branzanti et al., 1999, ha um efeito barreira (através do manto que envolve as
raizes) a entrada do oomiceta P. cinnamomi. Este trabalho demonstrou, porém, que fungos como
Thelephora terrestris ndo exercem influéncia antagonistica nem de protecdo contra P. cinnamomi.

Enquanto ndo haja um produto, organismo ou pratica, que permitam eliminar ou reduzir
significativamente o in6culo de P. cinnamomi num solo, a Unica solug&o disponivel ser4 usar todos os
meios ao alcance que evitem a sua dispersdo. Praticas culturais que protejam as raizes das plantas,
promovam a atividade microbiana no solo (aumentando a presenca de organismos antagonistas) e
gue facilitem a drenagem da agua, poderdo ser fundamentais para conter a dispersdo do oomiceta
nos solos do nosso pais.
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6.1. Meios de cultura

6.1.1. Meio de BAF modificado:
Maltose — 20g

D-glucose — 10g
Bacto-peptona — 2g
KH2PO4 - 0,59
MgS04.7H20 - 0,59
Extrato de levedura — 0,29
FeClI3 — 12mg

ZnS04 —1mg

CaCl2 — 50mg

MnSO4 — 5mg

Tiamina HCI — 50ug
Biotina — 1png

Inositol — 50mg

Ac. Folico — 100ug

H20 destilada — 1000ml
Agar —15¢g

6.1.2. Meio de Oddoux modificado:

Asparagina—0,5¢g
Hidrolisado de caseina—1g
Extrato de malte — 1g

Glucose — 7g

MgS04.7H20 0,59, KH2PO4 - 0,5g
Tiamina — 0,5mg

Riboflavina — 0,5mg
Nicotinamida — 0,5 mg
Piridoxina — 0,5mg
Pantotenato de célcio — 0,5mg
Agar — 139

Agua destilada — 1L.
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6.2. Testes de Antagonismo

6.2.1. Grafico com a distribuicéo dos resultados da percentagem de inibicéo

Histogram (Spreadsheetl 10v*81c)

Inib% = 81*10*normal(x; 5,887; 19,9174)
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6.2.2. Teste de significancia, da percentagem de inibicdo, entre espécies

Effective hypothesis decomposition

Univariate Tests of Significance for Inibicdo (%) Sigma-restricted parameterization

SS Degr. of MS F p
Intercept 507,21 1 507,215 2,372146 0,128525
Espécies 18265,45 17 1074,438 5,024940 0,000001
Error 13470,73 63 213,821

6.2.3. Teste de Fisher para a percentagem de inibigdo entre espécies

LSD test; variable Inibicdo (%) Homogenous Groups, alpha = ,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 213,82, df = 63,000

Espécies Inibicdo (%) - Mean a b c d e f g
4 | Boletus edulis -27,0833 ik
18 | Schyzophillum commune -15,6028 el B
13 | Lentinula edodes -10,2971 dkik | kkkk | dekkck
6 Boletus aereus _8,3056 *kkk *kkk *kkk *kkk
10 | Ganoderma resinaceum -8,1967 Rk | ek | ek | okkk
16 | Pleurotus ostreatus -7,4681 Fhkk | kkokk | dkkk | dokokok
17 | Pleurotus djamor -4,2553 K*kkk | kkkk | kkkk | kkkk
9 | Scleroderma citrinum -0,7833 k| kkk | ek
5 | Pisolithus tinctorius 1,0175 k| kkk | ek
15 | Omphalotus olearius 2,8784 dikk | dwrk | ik | ke
8 Paxillus involutus 5,2219 KhEE | Khkk | kkkk | kkkk
7 | Laccaria bicolor 8,8773 aadl T *xkk
14 | Macrolepiota procera 10,2433 *iokk | ko *xkk
3 Amanita rubescens 11,1111 kkkk | dkkkk | dkkk | kkkk
1 | Xerocomus rubellus 14,0000 Tk | kkkk | dkikk | kkkok
2 | Hebeloma crustuliniforme 20,2131 Kk | kkkk | kokkk
12 | Lepista nuda 28,4589 Hkokk
11 | Ganoderma lucidum 30,3303 Kkkk | kokkok
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6.2.4. Teste de Fisher para a razdo entre os crescimentos diarios de Phytophthora na co-
cultura de controlo e na co-cultura teste (razdo C/T) entre espécies

LSD test; variable Razdo C/T Homogenous Groups, alpha = ,05000 (Non-Exhaustive Search) Error:
Between MS =,36841, df = 63,000

Espécies Razédo C/T - Mean a b C
4 Boletus edulis 0,700000 FHAE
13 | Lentinula edodes 0,868164 ok
6 Boletus aereus 0,889760 FHAE ok
18 | Schyzophillum commune 0,891053 el rkkk
10 | Ganoderma resinaceum 0,921386 ool Hhokk
17 | Pleurotus djamor 0,931018 ek ook
16 | Pleurotus ostreatus 0,934564 Fhxx rkkk
5 Pisolithus tinctorius 1,085159 ok Hhkk
15 | Omphalotus olearius 1,093787 Hhkk Hek
9 Scleroderma citrinum 1,098814 ok koo
3 Amanita rubescens 1,108978 Fkok ook
8 Paxillus involutus 1,143567 ok s
7 Laccaria bicolor 1,222373 ook o
1 Xerocomus rubellus 1,224823 Fkxx kkk
14 | Macrolepiota procera 1,258287 ko ok
2 Hebeloma crustuliniforme 1,403716 ko ook
11 | Ganoderma lucidum 1,770115 ook Fokkok
12 | Lepista nuda 2,312712 o

6.3. Teste de antagonismo com extratos de fungos

6.3.1. Teste de significaAncia da percentagem de inibicdo entre isolados

Univariate Tests of Significance for Inibicdo (%) Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Intercept | 319,042 1 319,0420 17,17526 0,001360
Isolados 2046,988 5 409,3975 22,03945 0,000012
Error 222,908 12 18,5757

6.3.2. Teste de Fisher para a percentagem de inibi¢éo entre isolados

LSD test; variable Inibicdo (%) Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 18,576, df = 12,000

Isolados Inibicdo (%) a b
5 L.edodes spw -2,69936 Fhkx
6 L.edodes cav -1,99735 Fhkx
3 LNO091 -0,48421 ok
2 A257 0,57174 ok
4 LN2011(JBA) 2,07502 ok
1 OP598 27,79449 kokk
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6.4. Acdo do extrato de Omphalotus olearius no crescimento micelial de Phytophthora

6.4.1. Gréfico com a distribuicéo dos resultados do crescimento de Phytophthora cinnamomi

Histogram (Spreadsheet! 4v*1380c)

Cresc = 180*1*normal(x 2,3003; 2 2418)
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6.4.2. Teste de significancia para o crescimento entre os dois isolados de Phytophthora

cinnamomi (PH107 e PH1160), entre as diferentes percentagens de extrato Omphalotus e entre

isolados de Phytophthora cinnamomi

Omphalotus

para uma determinada percentagem de extrato

Effective hypothesis decomposition

Univariate Tests of Significance for Crescimento Sigma-restricted parameterization

SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept 901,6670 1 901,6670 2846,032 | 0,000000
Isolados 6,8090 1 6,8090 21,492 0,000007
% extrato 817,1694 7 116,7385 368,475 0,000000
Isolado * % extrato 16,2558 7 2,3223 7,330 0,000000
Error 51,9577 164 0,3168

6.4.3. Teste de Tukey para o crescimento do isolado PH107 entre as diferentes percentagens

de extrato Omphalotus

Tukey HSD test; variable Crescimento Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS =,04409, df = 23,000
% extrato Crescimento - Mean a b c d e
8 100 7,900000 Fkkk
7 50 6,200000 ok
6 20 3,743750 kkk
5 10 3,233333 kkk
4 7,5 1,508333 kkk
3 5 0,883333 kkk
2 2,5 0,000000 kkk
1 0 0,000000 kkk
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6.4.4. Teste de significancia e teste de Tukey para a percentagem de inibi¢cdo do isolado PH107

entre as diferentes percentagens de extrato Omphalotus

Univariate Tests of Significance for Inibic&o (%). Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of - Freedom MS F p

Intercept 112415,9 1 112415,9 6281,619 | 0,00

% extrato 37083,5 7 5297,6 296,024 0,00
Error 375,8 21 17,9

Tukey HSD test; variable Inibicdo (%) Homogenous Groups, alpha =,05000 Error: Between MS =

17,896, df = 21,000

% extrato Inibicdo (%) - Mean a b C d e f
1 0 0,0000 Fkkk
2 25 21,5190 ik
3 5 52,6108 Fkkk
4 7,5 59,0717 ik
5 10 80,9072 ok
6 20 88,8186 e
8 50 100,0000 e
7 100 100,0000 e

6.4.5. Teste de Tukey para o crescimento do isolado PH1160 entre as diferentes percentagens

de extrato Omph

alotus

Error: Between MS = ,04409, df = 23,000

Tukey HSD test; variable Crescimento Homogenous Groups, alpha = ,05000

% extrato Crescimento - Mean a b c d e f
8 100 6,287500 ko
7 50 4,743750 ko
6 20 3,625000 ko
5 10 3,093750 rxkk
4 7,5 2,100000 rxkk
3 5 0,000000 rxkk
2 2,5 0,000000 rxkk
1 0 0,000000 rxkk

6.4.6. Teste de significancia e teste de Tukey para a percentagem de inibicdo do isolado

PH1160 entre as diferentes percentagens de extrato Omphalotus

Effective hypothesis decomposition

Univariate Tests of Significance for Inibicdo (%) Sigma-restricted parameterization

SS Degr. Of — Freedom MS F p
Intercept 112579,6 1 112579,6 10821,34 0,00
% extrato 40338,7 7 5762,7 553,92 0,00
Error 239,3 23 10,4
Tukey HSD test; variable Inibicao (%) Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 10,403, df = 23,000
% extrato Inibicdo (%) — Mean a b c d e f
1 0 0,0000 rkkk
2 2,5 24,5527 ok
3 5 42,3459 ok
4 7,5 50,7952 ok
5 10 66,6004 kkk
6 20 100,0000 kkk
7 50 100,0000 kkk
8 100 100,0000 ok
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6.5. Acdo do extrato de Omphalotus olearius nainibigcdo da esporulagdo de Phytophthora

6.5.1. Teste de significancia e teste de Fisher para o0 niumero de esporangios contados pela

primeira vez entre as percentagens 0, 25, 50, 75 e 100% de extrato Omphalotus

Univariate Tests of Significance for Esporangios Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of - Freedom MS F p

Intercept 28630,79 1 28630,79 342,4221 | 0,00

% extrato 59751,20 4 14937,80 178,6550 | 0,00
Error 16889,73 202 83,61

LSD test; variable Esporangios Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 83,613, df = 202,00

% extrato Esporangios - Mean a b
1 0 65,53333 hkk
2 25 0,00000 —
3 50 0,00000 hokk
4 75 0,00000 o
5 100 0,00000 Hkkk

6.5.2. Teste de significancia e teste de Fisher para o niumero de esporangios contados pela

primeira vez entre as percentagens 0, 5 e 15% de extrato Omphalotus

Univariate Tests of Significance for Esporangios Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of - Freedom MS F p

Intercept 66278,4 1 66278,42 20,62030 0,000047
Y%extrato 132556,8 2 66278,42 20,62030 0,000001

Error 134997,7 42 3214,23

LSD test; variable Esporangios Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 3214,2, df = 42,000
% extrato Esporangios - Mean a b

1 5 0 *kkk

2 15 0 ok

3 0 115,1333 ok

6.5.3. NUmero de esporangios na modalidade VI, correspondente a 5% de extrato Omphalotus,

na 32 e 42 contagem.

32 Contagem de esporéngios 42 Contagem de esporangios

Repeticao 1 2 3 1 2 3
Discos

1 0 0 0 7 18 162
2 0 0 89 1 25 155
3 0 63 14 3 27 126
4 0 90 80 4 90 97
5 0 13 17 0 34 104
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6.6. Estudo do efeito do extrato Omphalotus em clone de hibridos de Castanea sativa com

Phytophthora cinnamomi
6.6.1. Teste de significancia e teste de Fisher para a Les@o Externa entre as diferentes

modalidades P e P1

Univariate Tests of Significance for Lesdo Externa Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of - Freedom MS F p

Intercept 60,1339 1 60,13389 5,473213 0,032606

Modalidade | 0,6050 1 0,60500 0,055065 0,817449
Error 175,7911 16 10,98694
LSD test; variable Lesdo Externa Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 10,987, df = 16,000
Modalidade Lesdo Externa - Mean a

2 P1 1,644444 ko
1 P 2,011111 ko

6.6.2. Teste de significAncia e teste de Fisher para a Lesdo Interna entre as diferentes

modalidades P

eP1

Univariate Tests of Significance for Lesdo Interna Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept 455,0139 1 455,0139 12,37394 0,002855
Modalidade | 53,0450 1 53,0450 1,44254 0,247208
Error 588,3511 16 36,7719
LSD test; variable Les&o Interna Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 36,772, df = 16,000
Modalidade Leséo Interna - Mean a
1 P 3,311111 ko
2 P1 6,744444 ko

6.6.3. Teste de significAncia e teste de Fisher para a Lesdo do Colo entre as diferentes

modalidades P e P1

Univariate Tests of Significance for Lesdo do Colo Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of - Freedom MS F p

Intercept 105800,0 1 105800,0 89,51351 0,000000

Modalidade | 1088,9 1 1088,9 0,92127 0,351423
Error 18911,1 16 1181,9
LSD test; variable Lesdo do Colo Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 1181,9, df = 16,000
Modalidade Leséo do Colo - Mean a

1 P 68,88889 kkk
2 P1 84,44444 kkk
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6.6.4. Teste de significaAncia e teste de Fisher para a Notacdo Radicular entre as diferentes

modalidades P e P1

Univariate Tests of Significance for Nota da Raiz Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept 203,3472 1 203,3472 65,43464 0,000000
Modalidade | 1,6806 1 1,6806 0,54078 0,472752
Error 49,7222 16 3,1076

LSD test; variable Nota da Raiz (Spreadsheet19) Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 3,1076, df = 16,000
Modalidade Nota da Raiz - Mean a
1 P 3,055556 Fhkk
2 P1 3,666667 Fhkk

6.6.5. Teste de significancia e teste de Fisher para a Sobrevivéncia entre as diferentes

modalidades P e P1

Univariate Tests of Significance for Sobrevivéncia Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept 176220,1 1 176220,1 45,50975 0,000005
Modalidade | 982,7 1 982,7 0,25379 0,621282
Error 61954,2 16 3872,1

LSD test; variable Sobrev (Spreadsheet19) Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 3872,1, df = 16,000
Mod Sobrev - Mean a
1 P 91,5556 rxkk
2 P1 106,3333 rxkk

72



6.7. Efeito do extrato Omphalotus em clone SC32 inoculados com Phytophthora cinnamomi
6.7.1. Teste de significancia e teste de Fisher para a Lesdo Externa entre as diferentes
modalidades (P,P0 e P1)

Univariate Tests of Significance for Lesdo Externa Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept | 499,5698 1 499,5698 23,78080 0,000490
Modalidade | 20,7236 2 10,3618 0,49325 0,623523
Error 231,0800 11 21,0073
LSD test; variable Lesdo Externa Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 21,007, df = 11,000

Modalidade Lesdo Externa - Mean a
2 PO 4,680000 ok
3 P1 5,800000 Fkkk
1 P 7,540000 Fkkk

6.7.2. Teste de significancia e teste de Fisher para a Lesdo Interna entre as diferentes

modalidades (P,P0 e P1)

Univariate Tests of Significance for Lesdo Interna Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of - Freedom MS F p

Intercept 1708,034 1 1708,034 49,15850 0,000022

Modalidade | 425,709 2 212,854 6,12610 0,016297
Error 382,200 11 34,745
LSD test; variable Les&o Interna Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 34,745, df = 11,000
Mod Lesdo Interna - Mean a b

2 PO 6,38000 ok

1 P 7,74000 ok

3 P1 19,20000 ko

6.7.3. Teste de significAncia e teste de Fisher para a Notacdo Radicular entre as diferentes
modalidades (P,P0 e P1)

Univariate Tests of Significance for Nota da Raiz (Spreadsheet7) Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept 230,8654 1 230,8654 247,7580 0,000000
Modalidade 21,6071 2 10,8036 11,5941 0,001956
Error 10,2500 11 0,9318
LSD test; variable Nota da Raiz Homogenous Groups, alpha = ,05000 Error: Between MS =
,93182, df = 11,000
Mod N.Raiz - Mean a b
3 P1 2,250000 ok
2 PO 5,000000 Hhkk
1 P 5,000000 Hhkk
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6.7.4. Teste de significancia e teste de Fisher para a Sobrevivéncia entre as diferentes

modalidades (P,PO e P1)

Effective hypothesis decomposition

Univariate Tests of Significance for Sobrevivéncia Sigma-restricted parameterization

SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept 102644,4 1 102644.,4 472,1456 0,000000
Mod 991,0 2 495,5 2,2791 0,148553
Error 2391,4 11 217,4
LSD test; variable Sobrevivéncia Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 217,40, df = 11,000

Mod Sobrev - Mean a
1 P 79,40000 Hkokk
2 PO 80,40000 ok
3 P1 98,50000 ok

6.8. Efeito das ectomicorrizas natolerancia do castanheiro a Phytophthora cinnamomi

6.8.1. Teste de significancia e teste de Fisher para a sobrevivéncia entre os dois hibridos,

SM919 e SC912 e entre as diferentes inoculacdes

Univariate Tests of Significance for Sobrevivéncia Sigma-restricted parameterization Effective
hypothesis decomposition
SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercept 138105,2 1 138105,2 116,6035 0,000001
Clone 4488,0 1 4488,0 3,7893 0,080197
Inoculagéo 1881,7 2 940,8 0,7944 0,478437
Clone*Inoculagéo 517,3 2 258,7 0,2184 0,807543
Error 11844,0 10 1184,4
LSD test; variable Sobrevivéncia Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1184,4, df = 10,000
Clone Inoc Sobrev - Mean a
5 SC912 L. bicolor 56,0000 Hkkk
4 SC912 Testemunha 84,0000 Frrx
6 SC912 P. involutus 92,6667 ek
2 SM919 L.bicolor 105,6667 Hkkk
1 SM919 Testemunha 111,0000 Frrx
3 SM919 P.involutus 118,3333 Fkkx
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