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Envolvimento de Phytophthora cinnamomi no declinio de Quercus suber e
0. rotundifolia: estudo da influéncia de factores biéticos e abidticos na progressao

da doenca. Possibilidades de controlo quimico do declinio

RESUMO

Estudou-se a evolugdo do declinio de sobreiros (Quercus suber) e azinheiras
(Q. rotundifolia) em Portugal e na provincia de Andaluzia em Espanha. A observacido do
sistema radicular das arvores afectadas, revelou muitas raizes necrdticas e elevadas
percentagens de raizes absorventes mortas. Das raizes, assim como do solo associado,
isolou-se o oomicete Phytophthora cinnamomi, patogénio radicular de numerosas espécies
lenhosas, entre as quais se encontram espécies mediterrineas do género Quercus.
Registou-se, em diferentes condi¢des edafo-climaticas, a progressdao da incidéncia e da
severidade do declinio de Q. suber, que aumentaram progressivamente, ao longo de
5 anos.

O estudo de crescimento in vitro dos isolamentos de P. cinnamomi obtidos nas
prospeccdes em sobreirais e montados, permitiu determinar temperaturas Optimas de
crescimento bastante elevadas (26.9 — 30,1°C).

O desenvolvimento da infeccdo por P. cinnamomi foi mais severo em condi¢des de
permanente saturacdo hidrica do solo. A temperatura ndo influenciou a infeccdo. O
método semi-quantitativo da avaliacdo visual de sintomas foi o que melhor expressou a
severidade da doenga, pois permitiu examinar a funcionalidade das raizes, que ndo era
possivel ser detectada com os métodos quantitativos ensaiados.

Avaliou-se o efeito de diferentes substincias quimicas no controlo da infeccio em
sobreiros e azinheiras jovens e sobreiros adultos, tendo-se verificado uma grande
variabilidade de eficdcia entre si.

Palavras-chave: Phytophthora cinnamomi, Quercus suber, Q. rotundifolia, declinio,

controlo quimico







Phytophthora cinnamomi in the decline of Quercus suber and Q. rotundifolia:
influence of biotic and abiotic factors on the progression of the disease. Attempt of

chemical control

ABSTRACT

The evolution of the cork oak (Quercus suber) and holm oak (Q. rotundifolia) decline
disease was studied in Portugal and Andalucia region in Southern Spain. The
observation of the root system of the affected trees revealed many necrotic roots and
high percentage of dead feeder roots. From the roots and the associated soil,
Phytophthora cinnamomi, was isolated. This oomycete is a root pathogen of numerous
woody species, among which is Mediterranean Quercus spp.

The progression and incidence of the disease severity of Q. suber, in different edafo-
climatic conditions increased gradually throughout 5 years.

In vitro studies with isolates of P. cinnamomi showed high optimal growth
temperatures (26.9 — 30,1°C).

The development of the infection by P. cinnamomi was more severe in conditions of
permanent water soil saturation. The temperature did not influence the infection. The
half-quantitative method of the visual evaluation of symptoms was the better to express
the severity of the disease. This method allowed evaluating the functionality of the
roots which was not possible to be detected with the assayed quantitative methods.

The capacity to control infection by different chemical substances was evaluated in
young cork and holm oak plants and in adult cork oak trees. There was a great

variability of effectiveness among them.

Key-words: Phytophthora cinnamomi, Quercus suber, Q. rotundifolia, decline,

chemical control
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1.1. O SOBREIRO E A AZINHEIRA

O sobreiro (Quercus suber L.) e a azinheira (Q. rotundilolia Lam.) sdo espécies tipicamente
mediterraneas. Ambas pertencem a ordem Fagales, familia Fagaceae e género Quercus. Este
género possui mais de 600 espécies distribuidas pelo hemisfério Norte, sendo um dos mais

extensos da familia Fagaceae (Samuel et al. 1998).

O sobreiro é uma planta essencialmente alogdmica (Natividade 1950). Raramente tem mais de
25 m de altura (Montoya-Oliver 1988) e apresenta tronco mais ou menos sinuoso. As folhas s@o
simples, alternas, persistentes, coridceas, de forma variada, com 5-7 pares de nervuras secundarias
(Natividade 1950; Cela er al. 1998). Floresce e frutifica a partir dos 15-20 anos. E uma espécie
mondica. Os frutos (glande) sdo oblongos e a frutificacdo € alternada. Possui raiz aprumada a partir
da qual se desenvolvem raizes laterais que se ramificam, dando origem as radiculas e possibilitando
grande expansio no sentido horizontal.

O sobreiro € a tnica espécie do género Quercus que possui felogéneo, produtor de tecido suberoso
(cortica) que envolve o tronco e os ramos, possuindo a capacidade de o regenerar indefinidamente
quando lho retiram. A cortica € constituida essencialmente por suberina, € em menor propor¢ao por
celulose, taninos, lenhina, ceras e outros polissacaridos que lhe conferem propriedades quimicas,
fisicas e mecanicas unicas (Natividade 1950). Nos ramos jovens apresenta um aspecto liso mas ao
crescer vai progressivamente abrindo sulcos. O sobreiro é uma espécie de vida longa podendo
atingir os 500 anos. No entanto, a idade limite da cultura econdémica do sobreiro € de 150-200 anos,
uma vez que depois desta idade, a producdo de cortica decai muito em qualidade e em espessura

(Natividade 1950; Gil 2005).

A azinheira tem um porte varidvel, podendo alcancar os 25 m, embora na maioria das vezes, e
geralmente pela ac¢do do homem, ndo supera os 10-12 m (Navarro e Fernandez 2000). Os ramos
sdo abertos e cobertos por uma casca acinzentada ou parda espessa e com sulcos pouco profundos.
As folhas sdo simples, persistentes, coridceas, dispostas alternadamente, de forma muito varidvel,
com 5 a 8 pares de nervuras laterais (Ibidem). Sdo plantas mondicas. O fruto € a bolota que tem

forma oval. Frutifica a partir dos 8-10 anos (/bidem). A casca do tronco jovem, as folhas e as
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bolotas sdo ricas em taninos. A raiz € muito profunda, pivotante e de rapido crescimento inicial
(Ibidem), ao principio quase sem ramifica¢des, desenvolvendo depois raizes secunddrias, grossas e
profundas (Moro 1995). Tem a capacidade de emitir rebentos. A azinheira tem uma grande

longevidade podendo encontrar-se exemplares com mais de 700 anos (Navarro e Fernandez 2000).

O nome cientifico da azinheira € uma questdo pertinente. Os romanos chamavam “ilex” a azinheira
e Linneu manteve este nome quando descreveu a espécie em 1753 (Cela et al. 1998). Actualmente,
para alguns botanicos a azinheira compreende duas sub-espécies: Q. ilex L. subsp. ilex, com folhas
lanceoladas e uma distribui¢@o litoral ou sublitoral no norte de Espanha e Europa; e Q. ilex L.
subsp. rotundifolia (Lam.), também designada Q. ilex subsp. ballota (Desf.) Samp que se encontra
no interior da Peninsula Ibérica e apresenta folhas mais arredondadas e bolotas mais doces (Tutin
1993; Cela et al. 1998). Outros botanicos consideram Q. rotundifolia como uma espécie diferente
de Q. ilex e ndo como uma sub-espécie (Garcia-Rollan 1981). Pensa-se que Q. rotundifolia por dar
as bolotas mais doces foi difundida pelo homem em lugares onde sé havia Q. ilex e actualmente é
possivel encontrar exemplares com caracteristicas intermédias de uma e outra espécie. Ou, sendo a
mesma espécie, sofreram diferentes adaptacdes em distintos ambientes e posteriormente foram
misturadas pelo ser humano. Lebreton er al. (2001) referem que a extensdo ecoldgica e a
variabilidade bioldgica de Q. ilex é tdo complexa que é perigoso fazer qualquer caracterizagdo
sistemdtica. Estes autores estudaram a variabilidade de azinheiras provenientes de onze locais
representativos da regido mediterrdnea ocidental pela determinacdo de dados quimicos e
morfolégicos. Os resultados obtidos reflectem a existéncia de um elevado indice de polimorfismo,
tal como o encontrado por Coelho et al. (2006a). Como conclusdo Lebreton et al. (2001)
consideram as azinheiras como um complexo especifico Quercus aggr. ilex L. que compreende
duas espécies diferentes, Q. ilex presente em Franca e Itdlia e Q. rotundifolia Lam. emend.,
presente na Peninsula Ibérica e constituida por uma subespécie nova denominada Q. rotundifolia

subsp. maghrebiana presente no Norte de Africa.

1.1.1. Distribuicao

A distribui¢do do sobreiro e da azinheira estd condicionada directa ou indirectamente por acc¢des
antropicas. Ao longo do tempo, principalmente factores sociais e econdmicos, delinearam a drea
ocupada por estas espécies, nem sempre atendendo as suas preferéncias edafo-climaticas
(Natividade 1950).

Quercus suber € uma espécie endémica do Sudoeste da Europa (Portugal, Espanha, Sul de Franga,
Italia e Noroeste da antiga Jugosldvia) e Norte de Africa (zonas de influéncia mediterranica -

Marrocos, Argélia e Tunisia). A drea mundial ocupada pela floresta de sobreiro ronda os



Capitulo 1: Introdugdo Geral

2.000.000 ha, situando-se 58% no Sudoeste da Europa e 42% no Maghreb, correspondendo a maior
area de sobreiro a Portugal com cerca de 35-40% do total (Gil 2005).

O clima tipico para a vegetagdo do sobreiro € o de transicdo entre caracteristicas atlanticas e
caracteristicas mediterraneas, sem grandes oscilagdes térmicas anuais, com estiagens prolongadas e
humidade atmosférica relativamente elevada (Natividade 1950). A Figura 1.1 mostra a drea de
distribui¢do desta espécie e a clara preferéncia do sobreiro pela zona atlantica. O sobreiro adapta-se
bem a vdrios tipos de solo, preferindo solos acidos, ndo tolerando solos calcdrios nem salinos e
suportando mal o excesso de dgua, quando retida persistentemente no solo (Ibidem; Gil 2005).

Desenvolve-se em terrenos arenosos, nao calcéarios, com pH entre 5 e 7 e em terrenos esqueléticos e

muito pouco férteis.

m Sobreiro (Quercus suber) g

Figura 1.1 - Distribuicio do sobreiro no Mundo.
Fonte: www.7decopas.com.ar/corcho2.htm

Em Portugal o sobreiro encontra-se por todo o territério continental, em povoamentos puros e
mistos. Ocupa uma area aproximada de 713.000 ha em povoamentos puros e mistos dominantes, e
140.000 ha de povoamentos mistos dominados e arvoredo disperso, representando 22% da area
arborizada florestal nacional (Anénimo 2001a). Nos ultimos anos muitos dos sobreiros foram
substituidos por eucaliptos, no entanto, tem vindo a verificar-se um aumento da drea ocupada por
sobreiro em zonas em que a cultura agricola tem sido abandonada e a regeneragdo natural

devidamente protegida (Gil 2005).
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Em Espanha, a drea de sobreiro para povoamentos puros e mistos estima-se em cerca de 500.000 ha
(Ibidem). As regides de Andaluzia e Estremadura concentram aproximadamente 80% da drea

subericola de Espanha (Ibidem).

A drea de distribui¢do da azinheira é mais vasta que a do sobreiro, estendendo-se mais para Leste,
passando por Chipre, Grécia e Mar Negro (Monteiro 1958) (Figura 1.2). Ao contrario do sobreiro,
a azinheira mostra uma clara preferéncia por climas de influéncia mais continental. A azinheira
suporta Invernos frios e Verdes quentes. Vive em todos os tipos de solo excepto nos encharcados e
nos excessivamente arenosos e salinos (Cela er al. 1998). Na regido mediterranea, a azinheira
encontra-se nas zonas que o sobreiro despreza, a parte de algumas zonas onde as duas espécies

convivem em povoamentos mistos.

. 10
B Azinheira

Figura 1.2 - Distribuicdo da azinheira no Mundo.
Fonte: Tenorio et al. 2001.

Em Portugal a azinheira ocupa uma é&rea florestal de 462.000 ha, representando 14% da érea
florestal nacional em povoamentos puros € mistos dominantes (Anénimo 2001a), verificando-se
um decréscimo desta drea desde 1964 quando ocupava 534.000 ha. Esta espécie existe em todo o
pais, espontaneamente, semeada ou plantada, adquirindo uma maior importdncia no interior
alentejano.

Espanha € o primeiro pafs quanto a extensdo do dominio da azinheira. Existe em quase todas as
provincias, chegando a ocupar uma superficie de 2.889.341 ha, o que representa 24,51% da édrea de

povoamentos florestais do pais (Moro 1995).
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Segundo o 3° Inventdrio Florestal Nacional o sobreiro e a azinheira constituem povoamentos que
ocupam em Portugal uma drea aproximada de 1.500.000 ha (Anénimo 2001a). Nas zonas onde se
verifica a influéncia atlantica, o dominio pertence ao sobreiro. A medida que se progride para o
interior, o sobreiro coexiste com a azinheira, desaparecendo nas regides com longos periodos de

seca onde € substituido pela azinheira.

1.1.2. Importancia dos montados de sobro e azinho

O sobreiro e a azinheira s@o arvores de inestimavel valor, ndo s6 pela riqueza dos seus produtos,
como pela resisténcia as condigdes adversas de solo e temperatura que lhes permite ocupar
considerdveis extensdes de terrenos, onde dificilmente vegetariam outras espécies. Na zona
mediterranea estas espécies aparecem em sistemas agrarios de uso miltiplo designados “montados”
em portugués e “dehesas” em espanhol. O montado € um sistema agroflorestal de uso agrario do
solo, tipicamente agro-silvo-pastoril, onde a intervencdo humana é essencial para manter o
equilibrio (Brito-de-Carvalho 1994). Localiza-se na metade meridional da Peninsula Ibérica
constituindo uma forma ecoldgica de utilizacdo do solo e economicamente adequada e compativel
com as condic¢des biofisicas.

Embora se conhega a utilizagdo da cortica desde a época romana como artefacto flutuante e
vedante, s6 no século XVIII os povoamentos de sobreiro passaram a ser olhados como geradores de
um bem valioso renovavel, a corti¢ca (Gil 2005). Em Portugal estas florestas foram protegidas
através de leis agrdrias, sendo a referéncia mais antiga do ano 1209 no reinado de D. Dinis
(Natividade 1990; Gil 2005). Em Portugal a exploracdo da cortica € muito remota, havendo
referéncia de que no século XIV a cortica j4 era exportada (Gil 2005). Em Espanha, as referéncias a
exploracdo da cortica datam do século XVIII, sendo também desta altura as primeiras leis de
proteccdo do sobreiro (Ibidem). A partir dos meados do século XVIII iniciou-se a exploracdo do
montado que se baseava na baixa densidade do arvoredo para aproveitamento agricola sob coberto
e utilizacdo do fruto para a alimenta¢do do gado, especialmente do suino (Natividade 1950; Gil
2005). Desde entdo os montados transformaram-se no tipo de exploragdo mista subericola,
cerealifera e pecudria, assumindo o tipo de exploragdo actual que mantiveram a sua

sustentabilidade econémica, social € ambiental.

Nos sistemas agro-silvo-pastoris, a componente agriria é preenchida por culturas e pastagens
geralmente utilizadas para consumo das pessoas e animais. A componente animal do montado
reparte-se pela vida bravia, geralmente caca, e pela pastoricia, por vezes, o que tem maior peso
econdmico (Brito-de-Carvalho 1992, 1994). O nimero de animais deve ser o equilibrado para

manter uma regeneracdo natural de sobreiros e/ou azinheiras. Por outro lado, os animais ajudam na
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eliminacdo da vegetacdo espontinea e na fertilizacdo do solo. A componente florestal, no caso dos
povoamentos de sobro, € essencialmente preenchida pela subericultura, exploragdo da cortica, a
qual constitui uma importante barreira ao avango da desertificacdo de muitas zonas do Sul do Pais.
A cortica ¢ uma matéria-prima florestal, natural e renovéavel, com propriedades muito particulares.

A Peninsula Ibérica detém cerca de 80% da cortica produzida mundialmente (Gil 2005). Portugal é
o primeiro produtor mundial de cortica, assim como o primeiro no sector da transformacgio
industrial e comercializagdo. Além disso, também lhe corresponde o maior rendimento de cortica
por hectare. Nas ultimas décadas a produgdo de cortica em Portugal € estimada entre 130.000 e

180.000 toneladas por ano, no entanto, nos dltimos anos estes valores tém decrescido (Ibidem).

Em Espanha a produg¢@o maxima de cortica € de 80.000 toneladas por ano, o que corresponde a
cerca de 27 % da producdo mundial (/bidem).

Nas regides do sul de Portugal, principalmente nas Serras onde os terrenos sdo delgados, e com
encostas com declive acentuado encontra-se o sobreiral. Este sistema caracteriza-se por densidades
mais elevadas de sobreiro o que nido permite a consociacdo com a agricultura, associando-se a

producido de cortiga principalmente a cinegética.

No caso de montados com azinheira, interessa principalmente a producdo de fruto para o alimento
do gado. As bolotas desta espécie sdo as mais doces do género Quercus e utilizam-se
principalmente na alimentagdo do porco (de montanheira). Sdo ricas em hidratos de carbono e
gorduras, e em conjunto com o0s pastos, proporcionam uma alimentagdo completa ao gado suino,

resultando numa producdo de presunto e chourigos de alta qualidade e elevado valor comercial.

Dos montados de sobro e azinho o homem retira como rendimento a madeira, a cortiga, os frutos
para dieta dos animais que pastam, a carne, o leite, a pele, a 13, a lenha, o carvdo, o mel, os
cogumelos, as esséncias aromdticas e medicinais. Sdo também importantes por serem ecossistemas
onde vivem uma grande variedade de animais selvagens, alguns sdo espécies raras em risco de

extin¢do. Sao ainda usados para o turismo rural.

Apesar das vantagens do sistema agro-silvo-pastoril e da sua adaptagdo as regides do sul da
Peninsula Ibérica, nos tltimos anos, o montado tem vindo a deteriorar-se. Por volta dos anos 60 do
século XX, o aparecimento da peste suina africana em Portugal e Espanha, arruinou a producdo de
porco e levou a uma desvalorizagdo da bolota provocando uma redug¢do da rentabilidade dos
montados e o seu progressivo abandono. Este abandono originou a invasdo dos povoamentos por
vegetacdo arbustiva e subarbustiva, o que tem tido uma influéncia negativa na vitalidade das

arvores, além de aumentar o risco de incéndio.
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Actualmente, devido a vérios factores como a cinegética, turismo rural, criacdo de gado porcino,
bovino e caprino, a importancia econémica do montado tem vindo a ressurgir lentamente. Por outro
lado, os montados de sobro e azinho representam um importante papel ambiental, pela protec¢do
que conferem ao solo, combatendo a erosdo e a desertificacdo e valorizando solos muito pobres

onde dificilmente outras espécies vegetariam.

1.2. O DECLINIO DE ESPECIES FLORESTAIS ARBOREAS

O declinio ¢ uma das doencas de etiologia complexa mais importante nos ecossistemas florestais.
Sendo as doencas das plantas o efeito da interaccdo entre o hospedeiro, o patogénio e o ambiente
(Agrios 1997) o declinio pode ser definido como uma doenca resultante da accdo complexa de
factores de stress, quer bidticos quer abidticos, actuando em sucessdo ou ao mesmo tempo num
determinado local. Estes factores actuam por largos intervalos de tempo com o hospedeiro, de
forma sequencial e permutdvel, produzindo um progressivo depauperamento ou decadéncia na
saude das arvores afectadas, o que na maioria das vezes termina com a morte da arvore (Manion
1991; Manion e Lachance 1992).

O declinio é considerado por alguns autores como uma sequéncia de doengas cuja etiologia ndo
estd claramente definida. Outros autores consideram que as doencas de etiologia complexa sdo uma
norma e ndo uma excep¢do, pois embora estando identificado o seu agente causal primario, no
desenvolvimento de qualquer doenca, estdo sempre implicados vdrios factores bidticos e abidticos
(Manion 1991). Neste caso, os factores de stress abidticos alteram a fisiologia da &rvore,
predispondo-a ao declinio causado por agentes bidticos (Houston 1992). A morte de arvore resulta
entdo do ataque de organismos patogénicos oportunistas que invadem e colonizam com €xito as
arvores previamente debilitadas (Wargo 1996).

Independentemente das causas do declinio, todos os episédios de declinio de espécies florestais tém
em comum o facto das arvores desenvolverem sintomas visuais caracteristicos de perda de vigor
(McLaughlin et al. 1992).

Os declinios sdo muitas vezes confundidos com a alteracdo fisioldgica dos povoamentos devido ao
natural envelhecimento das arvores. Neste caso ndo estdo envolvidos factores especificos
associados e trata-se de um processo normal na dindmica das populacdes. O desenvolvimento
normal e a deterioracdo da floresta estdo intimamente relacionados com as condi¢des climéticas e
na maior parte dos casos estdo associados a algum tipo de desvio do clima local ou regional

(Manion 1991).
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Existem muitos modelos para explicar os declinios (Manion 1991; Manion e Lachance 1992). O
primeiro fitopatologista a sugerir uma teoria de declinio em que interactuavam diferentes grupos de
factores foi W. A. Sinclair nos anos 60 do século XX (Manion 1991). Na sua teoria agrupou os
factores em trés categorias: factores de predisposicdo, factores de inducdo e factores de
contribuicdo (Figura 1.3). Esta teoria foi incorporada por Manion num modelo conhecido por
espiral da doenca do declinio (Figura 1.4). Neste modelo, a morte das arvores ocupa a parte central
e os diferentes factores vdo-se ordenando de fora para dentro (Ibidem).

Os factores de predisposi¢do sdo factores de natureza bidtica ou abidtica que predispdem a

vegetacdo a uma perda de vigor e a deixa sensivel a actuacdo de agentes perturbadores, ou cria
condi¢des adequadas para que estes actuem. Sdo factores que produzem variagdes lentas e a longo
prazo, tais como caracteristicas do solo (quantidade de nutrientes, dgua, capacidade de retencdo),
clima e sua interac¢do com factores intrinsecos da vegetacdo (idade da arvore e base genética).

Os factores de inducdo sdo factores de natureza fisioldgica ou bioldgica. Actuam, por periodos

curtos, sobre as arvores previamente predispostas e ddo lugar a expressao dos sintomas de declinio.
Podem ser do tipo abidtico como geadas tardias na Primavera, seca, salinidade, contaminagio
atmosférica, danos mecanicos, ou devidos a accio de seres vivos, como os insectos perfuradores ou
desfoliadores.

Os factores de contribui¢do sdo os que aceleram o processo de declinio, actuando nas dltimas

etapas do seu desenvolvimento e produzindo a morte da 4rvore com sintomas. Sdo factores

bidticos, como os fungos, insectos, nematodos e virus.

Predisposicéo Inducao Contribuicao

A longo prazo: A curto prazo: A longo prazo:

Potencial genético Insectos desfoliadores Insectos xil6fagos
ldade Geadas Cancros

Viroses Seca Podridao radicular
Clima Salinidade

Factores edaficos Contaminantes atmosféricos

Contaminagdo atmosférica Danos mecanicos

Figura 1.3 - Factores implicados nos declinios florestais.
Fonte: Adaptado de Manion 1991.
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Segundo o modelo de Manion (1991), todas as drvores submetidas a factores de indugdo, reagem
com o desenvolvimento da sintomatologia associada, no entanto, somente as arvores que
previamente est@o sujeitas a factores de predisposicdo, ndo serdo capazes de recuperar e entram na

espiral de declinio (Figura 1.4).
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- /
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Condigdes climaticas 7
inadequadas - /! . .
i — » Solos combaixa capacidade

* Salinidade ~ deretencéo deégy

Figura 1.4 - Modelo em espiral do declinio.
Fonte: Adaptado de Manion 1991.

Outros modelos de declinio foram recompilados e discutidos por Manion (1991) e Manion e
Lachance (1992). Em 1978 Wallace apresenta um modelo radial em que a planta se encontra no
centro de uma série de linhas nas quais se situam os diferentes factores, de modo que os factores

mais importantes no desenvolvimento do declinio sdo os que se encontram mais préximo do centro.

No modelo linear que Houston propds em 1981 observa-se a transicdo de uma arvore sa para uma

arvore doente. O desaparecimento dos agentes de stress dd lugar a recuperacdo da arvore. O

11
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reaparecimento do factor de stress ou o aparecimento de outros factores provoca o
desenvolvimento do declinio. Quando a arvore tem pouco vigor actuam organismos saprofitas
secundérios que podem dar lugar a morte da arvore (Manion 1991; Manion e Lachance 1992).
Mueller-Dombois em 1983 expde um modelo de envelhecimento sincrénico de povoamentos.
Segundo este modelo, um povoamento vegetal da mesma idade vai desenvolvendo-se ao longo do
tempo até a sua velhice, em fungdo do potencial genético e dos parametros ecoldgicos da zona. O
stress que os factores ambientais produzem nestes povoamentos actua simultaneamente e inicia-se
o declinio que pode acentuar-se pela ac¢@o de insectos e patogénios secundarios (Ibidem).

Em 2002 Thomas e colaboradores sugeriram um modelo conceptual de interaccdo de factores
abidticos e bidticos responsdveis pelo declinio dos Quercus. Este modelo € valido para a Europa
Central em zonas de solo com pH &cido [pH (H,0) < 4,2], uma vez que em solos com pH mais alto
as espécies de Phytophthora estdo envolvidas na ocorréncia do declinio. Neste modelo a
desfoliacdo por insectos, a seca no Verdo e as geadas no Inverno/Primavera sdo considerados os
factores decisivos para explicar o aparecimento do declinio ao longo do tempo. Pelo menos, dois
destes factores, sempre incluindo a desfoliacdo por insectos, t&€m que acontecer simultaneamente

para a ocorréncia do declinio (Thomas et al. 2002).

Ao longo do tempo tém sido referidos declinios em diferentes espécies florestais por todo o mundo,
resultando sempre num impacto negativo para a conservagdo dos ecossistemas. Na Australia o
problema do declinio afecta florestas de Eucaliptus marginata Donn. ex Smith, sendo conhecido a
partir dos anos 20 do século XX como “jarrah dieback” (Shearer e Tippett 1989). A doenca atinge
muitas espécies da comunidade floristica destas florestas com consequéncias negativas na industria
da madeira e sobretudo na conservacdo da biodiversidade destes ecossistemas naturais (Davison e
Shearer 1989).

Na América do Norte foram descritos vérios declinios afectando espécies de Castanea (Crandall et
al. 1945) de Quercus (Oak et al. 1988; Manion 1991; Tainter et al. 2000; Rizzo et al. 2002;
Anénimo 2004) em Lithocarpus (Rizzo et al. 2002; Anénimo 2004) e em cedros (Chamaecyparus
lawsoniana) (Goheen e Marshall 2001; Oh e Hansen 2004).

Na Europa o declinio também tem vindo a afectar varias espécies florestais em muitos paises,
principalmente dos géneros Alnus, Castanea, Fagus, Juglans e Quercus, com graves consequéncias
econdmicas, sociais e ambientais (Lopes-Pimentel 1953; Brasier et al. 1993b, 1996; Brito-de-
Carvalho 1993; Jung el al. 1996, 1999, 2000; Tuset et al. 1996; Robin et al. 1998; Gallego et
al. 1999; Balci e Halmschlager 2001, 2003; Brasier e Jung 2001; Moreira-Marcelino 2001;
Vettraino et al. 2001, 2002; Sanchez et al. 2002b; Streito et al. 2002; Thomas et al. 2002; Jonsson
et al. 2003; Moreira 2003; Jung e Blaschke 2004; Jung et al. 2005; Moreira e Martins 2005).

12
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1.2.1. Sintomatologia associada

A sintomatologia associada aos declinios de espécies florestais ndo € especifica. Os factores de
declinio t€m a caracteristica de ser multiplos e nenhum sé por si ser capaz de reproduzir os
sintomas. Além disso, actuam de forma aleatéria e podem ser diferentes no tempo e no espago,
dando no entanto lugar aos mesmos sintomas (Manion 1991). Pode ocorrer desfoliacdo, morte
regressiva de rebentos e ramos (dieback), abundante emissdo de rebentos adventicios (ladrdes),
exsudacdes no tronco e ramos, reducdo do tamanho das folhas, lesdes foliares (clorose e/ou
necrose), reducdo do didmetro do tronco, necrose do sistema radicular e morte completa da arvore
(Oak et al. 1988; Manion 1991; Brasier et al. 1993a; Brasier 1996; Tuset et al. 1996; Sanchez et al.
2000a, 2000c; Rizzo et al. 2002; Thomas et al. 2002; www.defra.gov.uk/planth/pramorum4.htm).

Algumas vezes observa-se que os periodos de declinio s@o seguidos por periodos de recuperagao da
floresta. Estes periodos dependem das caracteristicas ambientais em que se desenvolvem os agentes

implicados no declinio (Manion 1991; Manion e Lachance 1992).

1.2.2. O declinio do género Quercus

No declinio de espécies do género Quercus aparecem frequentemente implicados ciclos de seca
severa, encharcamentos prolongados, rdpidas flutuacdes do conteddo hidrico do solo e baixas
temperaturas invernais. Todos estes processos podem ter grande importancia ao iniciar o sindrome
de declinio, predispondo as drvores a invasdo de insectos e/ou fungos patogénicos radiculares ou

aéreos (Oak et al. 1988; Brasier 1996; Jung et al. 2001; Sanchez et al. 2002b; Thomas et al. 2002).

Na América do Norte foram descritos varias situagdes de declinio de Quercus spp. A situacdo mais
importante foi a que ocorreu no Sudeste desta regidio em que os focos de declinio estavam
associados as condigdes do meio e as caracteristicas meteoroldgicas (Oak et al. 1988; Manion
1991).

No México, o declinio de espécies de Quercus tem vindo a ser observado desde 1987 e o patogénio
de solo Phytophthora cinnamomi foi associado a morte de Q. glaucoides, Q. peduncularis e
Q. salicifolia, as trés principais espécies da zona de Colima a Oeste da cidade do México (Tainter
et al. 2000).

Na Califérnia desde 1995 tem ocorrido a morte de muitos Q. agrifolia e Q. kelloggii. Foram
descritos casos de morte subita e outros de evolugdo progressiva (morte lenta). Estes casos estdo
associados com desfoliacdo, clorose das folhas num periodo de poucas semanas, exsudagdes no
tronco, cancros no tronco e ramos, que em alguns casos podem abranger todo o perimetro.

2

Actualmente este problema é vulgarmente conhecido por “Sudden Oak Death” (Garbelotto et
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al. 2001; Rizzo et al. 2002; Anénimo 2004). Phytophthora ramorum é o principal agente causal
descrito. Este fungo penetra no tronco produzindo cancros no tronco e ramos. E dispersado pela
chuva, vento e através de plantas ornamentais oriundas de viveiros (Anénimo 2001b). Uma vez que
a arvore estd debilitada, € colonizada por numerosos insectos e outros fungos como Hypoxylon

thouarsianum, que causa cancro nos ramos € tronco.

As florestas de Quercus europeias t€ém uma enorme importancia tanto ecoldgica como hidroldgica,
e ocupam uma ampla gama de habitats. A sua perda teria um impacto negativo na erosdo do solo,
hidrologia, biodiversidade, economia, turismo e histéria cultural. As espécies dominantes no
Centro e Norte da Europa s@o Q. petraea (Matt.) Liebl. e Q. robur L. e o seu principal
aproveitamento é a obtencdo de madeira (Brasier 1996). Com menor representagdo aparecem
Q. pubescens Willd. e Q. cerris L. Na parte oriental e mediterrinea da Europa, além destas duas

ultimas espécies, aparecem Q. frainetto Tem., Q. coccifera L., Q. ilex L., Q. rotundifolia Lam. e

Q. suber L. No Sul da Europa esta dltima espécie é comercialmente importante pela sua cortiga.

Ao longo do século XX as espécies de Quercus no Norte e Centro da Europa mostraram diversos
episddios de declinio que levaram em muitos casos a morte das arvores. Muitos estudos foram
desenvolvidos no sentido de estudar as causas do declinio (Delatour 1983; Oleksyn e Przbyl 1987;
Luisi et al. 1993). Como resultado pensou-se que o declinio era causado por murchiddes vasculares
provocadas por um ou varios fungos do género Ophiostoma, ou Ceratocystis (Brasier 1996). No
entanto, actualmente esta teoria tem-se por pouco provavel, recaindo a atencdo principal sobre
outros factores bidticos, como o agente patogénico radicular Phytophthora quercinea (Jung et
al. 1999, 2000; Vettraino et al. 2002) ou P. uliginosa (Jung et al. 2002), factores abidticos (Thomas
et al. 2002) e factores climéaticos (Brasier 1996).

Nas ultimas décadas também tém sido descritas situagdes de declinio na floresta de Quercus na
zona da Europa mediterranea. Observaram-se casos de morte lenta e morte stibita em Q. suber,
Q. ilex, Q. cerris e outras espécies do género (Brasier ef al. 1993b; Brito-de-Carvalho 1993; Brasier
1996; Gallego et al. 1999; Sanchez et al. 2000a, 2000b, 2003c; Moreira-Marcelino 2001; Tuset et
al. 2001; Vettraino et al. 2002; Moreira 2003; Moreira e Martins 2005; Rodriguez-Molina et
al. 2005). A sul do mar Mediterrineo também foi referida a ocorréncia de declinio em Q. suber na

Tunisia (Brito-de-Carvalho 1993) e em Marrocos (Graf et al. 1993).

Factores associados
Os factores associados aos declinios de Quercus spp. sdo multiplos. Assim, na América do Norte,

como factores de predisposicdo tém sido referidos a ma drenagem do solo e a idade das arvores
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(Manion 1991). Os factores de indu¢do mais comuns s@o a seca e geadas, aparecendo também
referéncia a insectos desfoliadores e patogénios foliares (Manion 1991). Os factores contribuintes
mais frequentes sdo patogénios radiculares como Armillaria mellea e Collybia fusipes e insectos
xil6fagos. Na parte sudoeste dos Estados Unidos estdo implicado fungos do tronco e raiz como
Hypoxylon atropunctatum, Ganoderma spp., Inonotus dryadeus e Armillaria tabescens (Manion
1991). No Norte e Centro da Europa, P. quercina tem sido consistentemente isolada de raizes e
solo da rizosfera e é a espécie mais amplamente distribuida depois de P. citricola e P. cambivora,
(Jung et al. 2000; Jonsson et al. 2003; Balci e Halmschlager 2003), aparecendo também implicado
Pythium undulatum (Jung et al. 2000).

Na Europa mediterranea muitos factores t€m sido associados, como por exemplo secas, poluicdo,
mudanga de préticas silvicolas, ataque de insectos, fungos (Luisi et al. 1993; Ragazzi et al. 2000;
Sanchez et al. 2000b). Ragazzi et al. (2000) associam ao declinio de Q. cerris, Q. fraineto,
Q. pubescens e Q. robur em Itélia varios factores. Assim, como factores de predisposi¢cdo apontam
as condicdes de solo e os factores climaticos. Como factores de induc@o estdo os insectos
desfoliadores (Totrix viridana e Lymantria dispar), seca, geadas, virus, aumento da temperatura do
solo e redu¢@o da microflora do solo. Os factores de contribuicio incluem os insectos da cortiga e
tronco (Sinoxylon performans, Coroebus florentinus e Agrilus biguttatus) e fungos patogénicos
[Diplodia mutila, Armillaria spp. e Biscogniauxia mediterranea (Hypoxylon mediterraneum)].
Mais recentemente aparece associado ao declinio de Quercus no Norte e Centro de Itdlia

P. quercina (Vettraino et al. 2002).

1.2.3. O declinio de Quercus na Peninsula Ibérica

A floresta de Quercus na Peninsula Ibérica € constituida essencialmente por espécies de folha
perene como Q. suber, Q. ilex e Q. coccifera que se sobrepdem com espécies adaptadas ao clima
mediterraneo de folha caduca como Q. pyrenaica, Q. faginea e Q. canariensis (Ceballos e Ruiz-de-

la-Torre 1979).

Desde finais do século XIX a floresta de Quercus na Peninsula Ibérica tem mostrado sinais de
stress e em muitos sitios tem sofrido periodos de considerdvel declinio e morte. Especialmente a
morte de sobreiros (Q. suber) tem vindo a ser relatado por diversos autores.

Em Portugal, a primeira referéncia data de 1898 em que Verissimo-d’ Almeida chama a atencdo do
Governo para os prejuizos causados pelas mortes de sobreiros que ocorriam na zona de Santarém,
independentemente da sua idade. No mesmo ano Camara-Pestana (1898) refere a clorose das folhas
que comeca nos ramos da parte superior da arvore e, que num curto intervalo de tempo, se estende

por toda a copa. No ano seguinte o mesmo autor descreve a observacdo de necroses, no tronco,
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ramos e raizes de drvores doentes, atribuindo a doenca a um fungo (Camara-Pestana 1899). Mais
tarde, em 1927, Silva-Tavares atribui a morte de sobreiros no Vale do Tejo ao fungo responsével
pela doenca da tinta do castanheiro, quando sendo um entomologista, intuiu que a causa do declinio
dos sobreiros era a mesma que matava os castanheiros, pela semelhanca dos sintomas que ambas as
espécies manifestavam. A referéncia seguinte € do ano 1944 (Natividade 1950) onde se cita o
trabalho de Lopes-Pimentel sobre a elevada mortalidade de sobreiros em montados na zona de Vale
do Tejo, a grande maioria dos quais recentemente descorticados. Lopes-Pimentel (1946) analisou
amostras de um sobreiro apresentando sintomas de declinio e descorticado na altura. Este sobreiro
apresentava extensas necroses na zona cambial que se estendiam por toda a altura do tronco, ndo
apresentando sinais de Endothiella gyrosa Sacc. causador da “ferrugem alaranjada do entrecasco” e
inicialmente apontado como responsavel pela morte dos sobreiros. Destas amostras foi isolado um
fungo que o autor identificou como Phytophthora cambivora (Petri) Buis., agente da doenca da
tinta do castanheiro (Ibidem). No ano seguinte Lopes-Pimentel (1947) rectificou a nomenclatura do
fungo para P. cinnamomi Rands.

Baeta-Neves refere-se também as doencas do sobreiro: o carvio, a ferrugem do entrecasco e a seca
quase fulminante por causas ainda mal conhecidas (Baeta-Neves 1948) e ao grande nimero de
sobreiros que morrem na regido do Vale do Tejo (Baeta-Neves 1949). Em 1954 Baeta-Neves
verifica que desde trabalhos realizados por ele em 1947, do trabalho realizado por Branquinho-
d’Oliveira (1931) em que a ferrugem do entrecasco era apontada como responsdvel pelo problema
do sobreiro, e de informacdes sobre a importancia econdmica e dispersdo da doenga, ndo foi feito
nada com a profundidade e rigor cientifico indispensdveis, no sentido de apurar as causas das
morte do sobreiro, uma vez que o problema continuava a manter a mesma gravidade (Baeta-Neves

1954).

As referéncias acima citadas mostram que a morte do sobreiro é um problema que vem afligindo
muitos agricultores e técnicos desde hd vérias décadas, pelo elevado nimero de 4rvores mortas e,
que a descricdo deste problema, ndo difere do panorama actual. Contudo, foi nos anos 80 do século
XX que esta situacdo se tornou mais alarmante na Peninsula Ibérica, devido a uma série de noticias
na imprensa local que davam conta da incidéncia e rdpida expansdo do declinio na zona Sudoeste
peninsular, principalmente na regido do Alentejo e Algarve em Portugal e na regido de Andaluzia,
Estremadura, Castilha Ledo e Castilha La Mancha em Espanha (Tuset et al. 1996). A primeira
noticia em Portugal € da autoria do deputado Anténio Chagas em 1982 (Brito de Carvalho 1993)

¢

que referia a ...existéncia de “um agente patogénico” que corroe, impiedosamente os sobreiros,
provocando-lhes a sua destrui¢cdo em curtissimo espago de tempo...

Em 1989 a Camara Municipal de S. Bras de Alportel alertada pela populacdo da zona para o que
vinha acontecendo aos sobreiros, solicitou a atencdo dos Servicos Oficiais que contactaram a

Universidade do Algarve no sentido de procurar de uma solugdo para o problema. Nesse mesmo
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ano, elementos da Estacdo Agronémica Nacional recolheram amostras do colo de dois sobreiros
recentemente mortos, das quais isolaram P. cinnamomi (Brito de Carvalho 1993; Brasier et
al. 1993a; Moreira et al. 1993). Também em Espanha, em 1991, os Servicos de Sanidade Vegetal
estabeleceram um convénio com a Forestry Commission inglesa com o objectivo de estudar a
etiologia da doenga (Sanchez et al. 2000b). Deste estudo resultou o isolamento de P. cinnamomi a
partir de amostras de raizes e colo de arvores afectadas e de solo da rizosfera, recolhidas em

prospeccdes na zona Sudoeste de Espanha (Brasier et al. 1993a; Brasier 1996).

Em Portugal, em 1992 foi concluido um projecto no qual se fez uma anélise sistematica das causas
que vinham a ser atribuidas ao surto de mortalidade (Anénimo 1992). Este trabalho foi realizado
em colaboracdo com a Estac@o Florestal Nacional, Direc¢cdo Geral das Florestas, Universidade de
Evora e Servico Nacional de Parques, Reservas e Conservacio da Natureza e teve o apoio das
Caixas de Crédito Agricola Mituo de Grandola, Santiago do Cacém e Sines. Deste estudo
ressaltam algumas conclusdes que de acordo com Ferraz (2006), contradizem ideias
frequentemente defendidas por varios autores e veiculadas pelos mais diversos meios de
comunicacdo. Assim, verificou-se que: a mortalidade ndo esta relacionada com a idade das arvores;
ndo existe relacdo causa/efeito entre doenca e as secas ocorridas nos tltimos decénios; as pragas
ndo constituem um importante factor de mortalidade; nenhum dos fungos encontrados no
entrecasco, sdo e afectado, assumia uma clara lideranca na inducdo da sintomatologia observada
nos sobreiros afectados, tendo o carvao do entrecasco (B. mediterranea) s6 sido detectado em
arvores em fase final de declinio. Este projecto, embora multidisciplinar, infelizmente ndo realizou
a prospeccao sistemadtica dos fungos de solo que os sintomas da doencga e a distribuicdo de arvores

afectadas nos povoamentos sugeriam (Andénimo 1996; Ferraz 2006).

Este declinio, que se conhece em Portugal como “declinio do sobreiro” e em Espanha como “Seca
de los Quercus” afecta principalmente Q. suber e Q. rotundifolia embora também se tenha
observado em Q. pyrenaica Willd, Q. faginea Lamk, Q. canariensis Willd e Q. coccifera L. Por
vezes, o declinio também afecta outras espécies lenhosas associadas aos povoamentos de Quercus,
como Cistus spp., Crataegus monogyna Jacq, Genista spp., Arbutos unedo L. e Calluna vulgaris
(Montoya-Oliver 1994; Moreira-Marcelino 2001; Moreira e Martins 2005).

Actualmente o declinio de Quercus € possivelmente o problema fitossanitdrio de maior importancia
na floresta da Peninsula Ibérica, pois ameaca seriamente a permanéncia de ecossistemas florestais
de grande potencial produtivo: os montados (ou dehesas) e os sobreirais (Sanchez et al. 2000b) e a
sua extingdo deixaria improdutivas vastas zonas do sul da Peninsula, além de representar uma
ameaca de desertificacdo, por ser o género arbéreo mais representativo dessas zonas. Desde os anos
90 do século XX este tema tem vindo a ser objectivo de estudo em diversos projectos de

investigacdo, tanto em Portugal como em Espanha.
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1.2.3.1. Sintomatologia em sobreiros e azinheiras

A sintomatologia associada ao declinio é complexa e variada. Enquanto que a maioria das arvores
apresenta diferentes graus de declinio (morte lenta), outras morrem repentinamente (morte subita
ou apoplexia). No primeiro caso verifica-se uma quebra gradual do vigor das plantas que se
manifesta por alteracdo da cor das folhas, que passam de verde-escuro para verde amarelado.
Ocorre simultaneamente a queda das folhas, o que conduz ao aparecimento de ramos parcial ou
totalmente desfoliados. Da-se a morte das extremidades dos ramos, a rebentacdo de tufos em ramos
aparentemente secos, aparecem exsudagdes de seiva ao longo do tronco e junto ao colo, necroses
no sistema radicular e por fim a morte completa da arvore. Relativamente a morte subita, verifica-
se que ocorre nos finais do Verdo e principios do Outono. Neste caso, as folhas da drvore secam
rapidamente permanecendo algum tempo aderentes aos ramos. A morte da arvore tem lugar em
poucas semanas depois do aparecimento dos primeiros sintomas visiveis (Brasier et al. 1993a;

Montoya-Olivier 1994; Brasier 1996; Tuset et al. 1996, 2001).

Factores implicados

Tal como o declinio de Quercus do Centro e Norte da Europa, um grande nimero de factores t€ém
sido associados ao declinio de Quercus na Peninsula Ibérica. Entre as causas desencadeantes deste
declinio encontram-se factores bidticos, abidticos e antrépicos. O declinio dos Quercus pode
explicar-se com base na terminologia de Sinclair (Manion 1991) referida em 1.2. Segundo este

autor, o declinio implicard pelo menos um factor em cada grupo.

= Factores de predisposi¢cdo

A orientagdo do terreno relativamente aos pontos cardeais, as condicdes edificas as vezes
contraditdrias, e o aumento da temperatura, sdo alguns dos factores que tém sido apontados como
factores de predisposicdo do declinio. Um estudo realizado no Parque de “Los Alcornocales” em
Cédis (Espanha) refere que em zonas de exposicdo sul e em solos com défice hidrico
desenvolveram-se com maior facilidade os sintomas da doenga (Sanchez-Gutiérrez e Cabello-
Medina 1993). Também num estudo realizado no Algarve, concelho de S. Bris de Alportel,
verificou-se que nas zonas voltadas a sul (soalheira) os sobreiros apresentaram um indice de
desfolicdo mais elevado do que os que se encontravam nas encostas voltadas ao norte (umbria)
(Caetano 1994; Correia 1994). Posteriormente isto também foi verificado num estudo alargado a
vérias regides do Pais (Moreira-Marcelino 2001; Moreira 2003; Moreira e Martins 2005).

Tuset et al. (1996) referem que os solos delgados e de drenagem insuficiente, com tendéncia para a
retencdo de dgua, tais como vales ou linhas de dgua, sdo as zonas onde o impacto da doenga é mais

elevado. No “Valle de los Pedroches” na provincia de Cérdoba em Espanha, Sillero (1999) néo
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conseguiu encontrar uma correlacdo consistente entre focos de declinio, exposi¢do e factores
eddficos. Observou que o declinio se manifestava primeiro nas zonas menos favordveis para o
desenvolvimento normal da vegetagdo, nas encostas, onde o solo é pouco profundo, com escassa
capacidade de retencdo de dgua. No entanto, em zonas com condicdes edéficas similares, como os

cerros, a incidéncia do declinio era menor.

No caso do declinio de Quercus mediterranicos os factores de predisposicao parecem ser do tipo
silvicola. Varias préticas silvicolas influenciam o estado das arvores e a sua predisposicdo para o
aparecimento do declinio. A poda é uma destas praticas e tem uma ac¢@o directa sobre a arvore.
Apesar de ser uma prética generalizada nos montados nio existe unanimidade sobre o resultado da
sua realizacdo (Natividade 1950; Rupérez 1957; Porras et al. 1997; Navarro e Fernidndez 2000).
Podas mal realizadas no passado t€m contribuido para a decrepitude das arvores e influido
negativamente no seu vigor e estado fitossanitdrio (Torres-Juan 1985; Muifoz e Rupérez 1897;
Mufiioz et al. 1995).

A limpeza do mato e a mobilizagdo do solo sdo priticas silvicolas realizadas no montado e que
afectam em simultdneo o conjunto de darvores, condicionando o seu estado vegetativo. A
intensidade, época e forma de execucdo destes trabalhos relacionam-se com determinado tipo de
danos ou situacdes onde o vigor das arvores estd afectado (danos fisicos no tronco, erosio do solo,
raizes expostas ao ar, etc.) (Navarro e Ferndndez 2000). Por outro lado, a densidade de vegetagdo
arbustiva limita a disponibilidade de dgua para as arvores além de criar condi¢des favoraveis a
incéndios.

Outro factor que debilita as drvores e perturba os processos de conservagdo e regeneracio no
montado € a pastoricia, quando o encabecamento é exagerado. O gado actua directamente
afectando a compactacgdo do solo, eliminando o potencial regenerador, consumindo a regeneragdo
natural e provocando erosdo. Contudo, as referéncias que existem sobre a incidéncia do gado na

perda de vigor das arvores sdo indirectas e pontuais (Ibidem).

= Factores de inducdo

Em termos gerais o principal factor de inducio do declinio do género Quercus é a seca prolongada
(Manion 1991; Montoya-Oliver 1994). Nos tultimos anos, o aumento da temperatura estival,
periodos secos mais longos e em meses frios, tem vindo a contribuir para agravar o estado geral das
coberturas vegetais, sendo um factor desencadeador do declinio (Ferndndez e Montero 1993; Allué
1995; Garcia-Cebridn et al. 1996). Estas alteracdes climaticas sdo factores desencadeantes do
declinio em sobreiros, azinheiras, pinheiros e outras plantas, previamente predispostas por si
mesmas ou por favorecer o desenvolvimento de pragas ou doencas associadas ao declinio da
floresta. Nos ultimos anos, a alternincia entre anos secos e chuvosos tem favorecido a propagagdo

destas pragas e doencas (Brasier 1996; Ferndndez-Cancio 2000). Estas alteragdes provocam a
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reducdo do periodo vegetativo das plantas em muitas zonas da Peninsula Ibérica e um défice
hidrico importante nas arvores, causando a morte principalmente em zonas de soalheira e em solos
pouco profundos. No entanto, em zonas topograficamente privilegiadas do ponto de vista hidrico
também ha arvores mortas (Mufioz-Loépez et al. 1995; Fernandez-Cancio 2000). A seca € apontada
como o factor determinante no declinio do montado de azinho em “Valle de los Pedroches”,
Cordoba (Espanha). Ao longo dos anos, a seca tem provocado uma debilitacdo progressiva nas
arvores que, juntamente com o seu envelhecimento, tem conduzido a uma elevada mortalidade
(Navarro e Fernandez 2000).

Os insectos desfoliadores também podem ser factores de indugdo (Ibidem). Lymantria dispar L.
(lagarta do sobreiro) e Tortrix viridana L. (burgo) t€m sido referidos como provocando danos

generalizados em algumas areas (Baeta-Neves 1950; Romanyk e Cadahia 1992).

= Factores de contribui¢cdo

Estes factores incluem pragas e doengas, que muitas vezes representam agentes naturais de
equilibrio num ecossistema. No entanto, devido a debilidade das arvores cria-se uma situagio
muito favordvel para o seu ataque (Navarro e Ferndndez 2000). Entre os factores bidticos
associados ao declinio destacam-se os fungos P. cinnamomi (Brasier et al. 1993a; 1993b; Brasier
1996; Cobos et al. 1993; Tuset et al. 1996; Gallego et al. 1999; Sanchez et al. 2000b),
Botryosphaeria stevensii (Luque et al. 2000; Sanchez et al. 2003c) e Biscogniauxia mediterranea
(= Hypoxylon mediterraneum) (Vannini et al. 1996; Navarro e Ferndndez 2000; Sanchez et
al. 2000b). Também sdo considerados factores contribuintes do declinio a bactéria Brenneria
(Erwinia) quercina (Lopez et al. 1996; Soria et al. 1997; Biosca et al. 2003) e as pragas Coroebus
spp. € Cerambyx spp. (Navarro e Ferndndez 2000).

Os factores de contribui¢do apresentam duas caracteristicas importantes. Primeiro, actuam de
forma progressiva no tempo, de tal forma que podem aparecer ligados directamente aos factores de
inducdo (por exemplo mortes subitas ligadas a periodos prolongados de seca), ou podem,
inclusivamente, manifestar-se muito tempo depois dos factores de indugfo terem deixado de actuar
(morte lentas). Em segundo lugar, numa mesma zona, podem actuar simultaneamente varios
agentes de mortalidade, de forma individual ou conjuntamente. Sendo assim, é possivel encontrar

arvores que morreram de um ataque de uma praga junto a arvores mortas por doencas.
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1.2.4. Doencas associadas ao declinio de Quercus na Peninsula Ibérica

1.2.4.1. Cancros causados por fungos e bactérias

Um patogénio que aparece nas Ultimas etapas do declinio é o ascomicete Biscogniauxia
mediterranea (Hypoxilon mediterraneum) causador do carvdo de entrecasco. Este fungo estd
amplamente distribuido na zona mediterranea e foi considerado como um factor de contribuigdo do
declinio dos Quercus mediterrineos em Portugal (Branquinho-d’Oliveira 1931; Baeta-Neves
1948), em Itdlia (Vannini et al. 1996) e em Espanha: Andaluzia (Navarro e Fernandez 2000;
Sénchez et al. 2000b; Trapero et al. 2000) e Catalunha (Luque et al. 2000).

Biscogniauxia mediterranea é frequente no sobreiro, embora também apareca na azinheira (Mufloz
e Rupérez 1987; Luque et al. 2000; Sanchez et al. 2000c). Pode afectar drvores aparentemente
vigorosas, no entanto, o ataque s6 € severo em individuos enfraquecidos (Natividade 1950; Jiménez
et al. 2005). Nestes dltimos, pode provocar a morte de ramos ou drvores completas (Navarro e
Fernandez 2000). Os ascdsporos sdo as estruturas responsdveis pela infeccdo. Sdo transportados
pela chuva, vento ou nas ferramentas utilizadas na poda ou descorticamento e penetram no
hospedeiro através de feridas de origem meteoroldgica ou causadas durante as podas,
descorticamento, ou por insectos (Ibidem). O fungo coloniza os tecidos do hospedeiro formando
um estroma em forma de placas carbonosas. Estas placas sdo constituidas por uma massa de hifas,
que ddo origem a estruturas reprodutivas sexuadas, as peritecas, no interior das quais amadurecem
os esporos (ascosporos). As placas formam-se nos ramos, troncos e colo das arvores de todas as
idades, facilitando o diagnéstico da doenca (Torres-Juan 1985).

Em Portugal, Branquinho-d’Oliveira em 1931 estudou o efeito de inoculacdes experimentais em
sobreiro mas ndo pdde concluir se este fungo se tratava de um parasita verdadeiro ou de um
parasita facultativo que normalmente se comporta como sapréfita. Em Espanha esta doenga passou
praticamente desapercebida até 1985, quando se denunciaram graves danos em azinheiras e
sobreiros que foram atribuidos ao abandono destas espécies e a falta de medidas fitossanitérias
(Torres-Juan 1985).

Alguns autores evidenciaram o cardcter endofito de B. mediterrdnea em diversas espécies de
Quercus em Itdlia (Anselmi et al. 2000) e em Espanha (Jiménez et al. 2005). Estes dltimos autores
estudaram a patogenicidade de B. mediterranea sobre trés espécie de Quercus (Q. suber, Q. ilex e
Q. coccifera) e demonstraram que os ascosporos deste fungo sdo capazes de atravessar a casca de
sobreiros e azinheiras, originando a mesma severidade de sintomas que quando infectam através de
ferida. Apesar das plantas inoculadas estarem infectadas, muitas vezes nao apresentavam sintomas,
o que indica que a presencga de feridas e de stress hidrico ndo parecem ser condi¢des indispensaveis
para causar doenca. O fungo manteve-se em estado latente, sem originar sintomas, durante os

5 meses que durou a experiéncia. A sintomatologia observada em plantas infectadas (lesdes
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necréticas debaixo da casca e necrose dos vasos vasculares) mostrou-se mais severa nas plantas
submetidas a stress hidrico. Das espécies estudadas o sobreiro foi a espécie mais susceptivel,
indicando que o fungo tem capacidade patogénica muito limitada em Q. ilex e Q. coccifera

(Jiménez et al. 2005).

Outros fungos que t€ém sido indicados como factores implicados no declinio de Quercus sao
diversas espécies do género Botryosphaeria (von Arx 1987; Ragazzi et al. 1997). Estas espécies
foram descritas como saprdfitas e, ocasionalmente, como parasitas num grande nimero de
hospedeiros lenhosos, principalmente quando se encontram predispostos devido a algum tipo de
stress (ambiental, nutricional, hidrico, etc.), sofrerem danos mecanicos ou devido ao facto de serem
muito susceptiveis (Sinclair et al. 1987). Sdo por isso muitas vezes descritas como parasitas de
debilidade.

Nos Estados Unidos B. gquercuum foi descrito como o agente causador de cancros graves em
Q. rubra (Morehart 1994). Em Itélia, outra espécie, B. stevensii, foi considerada como o agente
causal da morte regressiva de ramos e associado ao declinio de Q. cerris, Q. frainetto, Q. ilex,
Q. pubescens, Q. robur e Q. suber (Ragazzi et al. 1989, 2000). Em Marrocos também tem sido
associado ao declinio de Q. suber (El-Badri e Abadie 2000). Em Espanha B. stevensii (anamorfo:
Diplodia mutila) causou a morte de ramos de sobreiro, demonstrando que é um patogénio primdrio
(Luque e Girbal 1989; Luque et al. 2000; Sénchez et al. 2003c) e foi mencionado como factor
contribuinte para o declinio de Q. suber na Catalunha (Luque et al. 2000). Recentemente,
determinou-se que os isolamentos deste fungo, obtidos a partir de Quercus, pertencem a uma nova
espécie, B. corticola e ndo a B. stevensii (Alves et al. 2004). Outra espécie deste género,
B. dothidea (anamorfo: Fusicoccum aesculi) foi descrita em Espanha como sendo o agente
responsavel do cancro e dessecagdo de ramos da esteva (Cistus ladanifer) na Andaluzia (Sdnchez et
al. 2002¢) e de cancros de debilidade em ramos de sobreiro e azinheira (Sanchez et al. 2003c). A
esteva tem a mesma distribuicdo geogrifica que o género Quercus na Andaluzia e desde 1997 é
frequente encontrar zonas com estevas doentes em zonas de Quercus afectadas por declinio. No
entanto, no caso do cancro da esteva, o fungo actua como patogénio primdrio, ndo associado a
situacdes de stress (Sanchez et al. 2002c).

Uma terceira espécie que causa cancros de debilidade em Andaluzia descreveu-se como Otthia
spiraeae (anamorfo: Diplodia sarmentorum) (Sanchez et al. 2003c). Actualmente, esta espécie foi
classificada no género Botryosphaeria como B. iberica (anamorfo: Dothiorella iberica) (Phillips et
al. 2005).

O ciclo de patogénese do género Botryosphaeria inicia-se com as infec¢des por ascdsporos que se
formam durante a fase sexuada do fungo (B. corticola, B. dothidea, B. iberica) ou por conidios, que
se formam na fase assexuada (Diplodia corticola, F. aesculi, D. iberica). Os esporos infecciosos

mais comuns sdo os conidios que se dispersam fundamentalmente através da chuva. As ferramentas
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utilizadas no descorticamento também podem constituir um meio de transmissdo de doenga. As
lesdes aparecem em poucos dias ou semanas depois da infeccdo e sdo visiveis depois do
descorticamento. A colonizag@o dos tecidos corticais do sobreiro ou azinheira provoca necrose e
consequentemente o aparecimento de cancros nos ramos, ou tronco, dando origem aos sintomas
foliares: clorose e perda de vigo. Depois da colonizacdo dos tecidos corticais, inicia-se a producdo
de conidios nos picnidios, que se dispersam com a ajuda da chuva, vento ou insectos e originam os

ciclos secunddrios da doenga (Ragazzi et al. 1997).

Associado a exsudacdes do tronco em Q. ilex e Q. pyrenaica foi isolado a bactéria Brenneria
(Erwinia) quercina (Lopez et al. 1996; Biosca et al. 2003). A infecgd@o desta bactéria caracteriza-se
por feridas (cancros) de diferente dimensdo nos ramos e tronco, que libertam uma substincia
espessa, viscosa, que se torna escura em contacto com o ar. As bolotas também apresentam este
melago. Brenneria quercina foi isolada de exsudados do tronco e do melaco das bolotas de Q. ilex
e de exsudados do tronco e de gomos apicais de Q. pyrenaica em prospecgdes realizadas em
Espanha na zona de Madrid e Segévia, demonstrando uma associacdo consistente deste patogénio
com os cancros (Biosca et al. 2003). Nenhum fungo foi associado a estes cancros, ou melaco das
bolotas ou gomos e ndo foi isolada nenhuma espécie de Phytophthora das raizes nem do solo da
rizosfera das drvores afectadas (Soria et al. 1997). Experiéncias de inoculagdo com estes
isolamentos reproduziram os sintomas em bolotas e plantas jovens e adultas em condicdes

controladas e de campo (Biosca et al. 2003).

1.2.4.2. Destruicao do sistema radicular

A distribuicdo de arvores afectadas em manchas, mais ou menos circulares, sugere a possibilidade
de se estar em presenca de uma doenga radicular (Brasier et al. 1993a; 1993b). A morte de
sobreiros em manchas e a hipdtese de se tratar de um fungo de solo, ja tinha sido referida no final
do século XIX, principio de século XX (Verissimo-d’ Almeida 1889; Silva-Tavares 1927). Embora
este dltimo autor ndo tivesse realizado trabalhos, intuiu que a morte dos sobreiros seria devido ao
fungo que causava a morte dos castanheiros. No entanto, s6 alguns anos mais tarde se conseguiu
isolar o fungo (Lopes-Pimentel 1946, 1947, 1953; Natividade 1950) mas a sua patogenicidade ndo
foi demonstrada em sobreiro.

A associacdo das arvores doentes a linhas de dgua e a terrenos mobilizados, também se verifica
(Brasier et al. 1993a, 1993b; Brasier 1996). Outro factor indicativo do envolvimento de
fitopatogénios das raizes € a morte de arbustos, como por exemplo varias espécies do género Cistus

(Brasier 1993; Moreira-Marcelino 2001; Moreira e Martins 2005).
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A hipétese da existéncia de uma estreita associa¢do entre P. cinnamomi e o declinio de sobreiros e
azinheiras, foi apresentada no Congresso Internacional sobre o declinio dos carvalhos, realizado em
Itdlia, em 1992 (Brasier 1993; Brasier et al. 1993a). Desde entdo, foi possivel demonstrar a
associacdo entre a presenca deste patogénio nas raizes e o desenvolvimento de sintomas de
declinio. Foram realizadas numerosas prospeccdes em Portugal e Espanha e P. cinnamomi foi
isolado de raizes ou de solo da rizosfera de arvores que exibiam sintomas de declinio, ou que
tinham morrido subitamente, sem que apresentassem outros sinais ou sintomas que levassem a
supor terem sido induzidos por outros patogénios. Além disso, a patogenicidade de P. cinnamomi
foi comprovada em condi¢des controladas e de campo (Moreira ef al. 1993, 1997; Brasier 1996;
Tuset et al. 1996, 1997; Gallego et al. 1999; Sanchez et al. 2000a, 2002a; Moreira-Marcelino 2001;
Moreira e Martins 2005). Todos estes trabalhos levam a considerar P. cinnamomi como principal

agente implicado no problema do declinio de sobreiro e azinheira na Peninsula Ibérica.

Recentemente, uma nova espécie de Pythium (P. spiculum) (Paul et al. 2006) tem sido
consistentemente isolado de raizes e solo da rizosfera de sobreiros e azinheiras afectadas com
declinio, tanto em prospecg¢des realizadas em Espanha como em Portugal e foi demonstrada a sua

patogenicidade em azinheira (Romero et al. 2007).

O sistema radicular das &4rvores é constituido por raizes grossas e lenhosas que penetram
profundamente no solo para fixar a planta. Estas raizes originam outras mais finas, que se
desenvolvem principalmente nos primeiros 40-50 cm de solo e tém a fun¢@o de alimentar a planta,
absorvendo dgua e nutrientes. E também nesta zona que se encontram a maior parte dos fungos
patogénicos de raizes. Estes fungos podem viver saprofiticamente ou formar estruturas de
resisténcia, que persistem no solo, muitas vezes, durante véarios anos (Tattar 1989).

No caso dos géneros Phytophthora e Pythium, quando as condi¢des sdo favordveis para a infecgao,
estes patogénios invadem o tecido cortical da raiz da planta hospedeira causando a sua necrose
(Manion 1991). A invasdo pode ter lugar através de feridas mas também podem penetrar
directamente na planta por uma accido enzimdtica e mecinica combinada (Agrios 1997). O
patogénio € capaz de invadir e matar rapidamente o tecido vivo das raizes da planta hospedeira.
Esta destruicdo do sistema radicular produz caréncias hidricas e nutricionais na planta e finalmente
a sua morte (Tattar 1989; Manion 1991). Existem outros fungos que parasitam o sistema radicular
do hospedeiro durante muito tempo, causando podriddo do tecido lenhoso da raiz e redugdo de
crescimento das 4rvores. A longo prazo podem contribuir para a morte da drvore. E por exemplo, o

caso dos fungos dos géneros Armillaria e Heterobasidium (Manion 1991).
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1.3. A ESPECIE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

A palavra Phytophthora deriva do grego e significa destruidor de plantas. Phytophthora cinnamomi
Rands € um patogénio de solo e foi descrito pela primeira vez por Rands em 1922, quando foi
isolado da arvore da canela (Cinnamomum burmannii Blume) que estava afectada por cancros no
tronco, na Samatra. E actualmente a espécie do género Phytophthora mais amplamente distribuida
e o patogénio mais destrutivo, com uma ampla gama de hospedeiros, provocando doenga em
aproximadamente 1000 espécies de plantas (Zentmyer 1980, 1983; Erwin e Ribeiro 1996).

Virias espécies de Phytophthora constituem uma ameaca para ecossistemas naturais, culturas
horticolas, fruticolas tropicais e sub-tropicais, ornamentais e florestais, podendo causar graves
perdas econdmicas. A maior parte das espécies de Phytophthora sao fungos de solo que causam a
destruicdo do sistema radicular e podem sobreviver longos periodos de tempo no solo sem a
presenca do hospedeiro (Erwin e Ribeiro 1996). Algumas espécies s@o especificas do hospedeiro,
s6 atacando uma ou duas espécies de plantas, como P. infestans, mas outras t€m uma ampla gama
de hospedeiros e podem produzir sintomas similares ou diferentes em muitas espécies de plantas

hospedeiras (Agrios 1997; Erwin e Ribeiro 1996).

O género Phytophthora relaciona-se muito com o género Pythium. Ambos se incluem no reino
Chromista, filo Oomycota, classe Oomycetes, ordem Pythiales, familia Pythiaceae (Hawksworth et
al. 1995). As espécies de Phytophthora, de Pythium, assim como de outros Oomicetes, possuem
caracteristicas que as permitem distinguir de muitos outros fungos patogénicos (Zentmyer 1983).
Assim, ao contrério de outros fungos (fungos verdadeiros), a maior parte do seu ciclo de vida é
dipldide, as paredes celulares sio compostas por celulose e B-glucanos em vez de quitina,
produzem zodsporos biflagelados e ndo sintetizam esterdis, por isso sdo resistentes aos antibiéticos
polienes, como a pimaricina, necessitando no entanto, esterdis para esporularem (Erwin e Ribeiro
1996).

As diferengas entre Phytophthora e Pythium sio principalmente a forma como sdo produzidos os
zodsporos: no género Phytophthora sao formados dentro do esporangio, em Pythium formam-se
depois de uma vesicula de protoplasma fluir para fora do esporidngio (Erwin e Ribeiro 1996).
Existem também diferengas entre os dois géneros em relagio a morfologia dos esporingios,
clamiddsporos e odsporos, além de todas as espécies de Phytophthora necessitarem de tiamina para
crescerem em meio de cultura sintético e todas as espécies de Pythium, com excepc¢do de
Py. vexans, crescerem na sua auséncia (Erwin e Ribeiro 1996).

Recentemente Dick (2002), baseando-se nas caracteristicas dos flagelos dos zodsporos, propds o

reino Straminipila para incluir os Oomycetes, em vez do reino Chromista.
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Phytophthora cinnamomi comporta-se como um habitante do solo e como tal, € um patogénio nao
especializado de raizes, provocando doenca em muitas plantas lenhosas em regides tropicais e nas
zonas mais quentes das regides temperadas (Roberts e Boothroyd 1984). Considera-se que é
originario da Nova Guiné-Celebes-Malasia mas foi introduzido no Sul da Austrilia, Havai, Africa
Central, Continente americano e Europa (Zentmyer 1980). Este patogénio tem sido citado como a
principal causa de declinio da floresta de eucaliptos (Eucalyptus marginata Donn. Ex Sm.) e de
mais de 90 espécies indigenas no Oeste da Australia (Newhook e Podger 1972). E responsavel pela
destrui¢do do sistema radicular e de podriddo do colo de uma vasta gama de plantas ornamentais e
culturas agricolas, como o anands [Anands comosus (L.) Merr.], o kiwi (Actinidia chinensis
Planch.) e o abacateiro (Persea americana Miller). E o agente causal da doenca da “tinta” no
castanheiro (Castanea sativa Miller), tanto na Europa (Grente 1961; Vettraino et al. 2005) como
nos Estados Unidos (Crandall 1950), da doenga da folha pequena no pinheiro (Pinus echinata Mill.
e P. taeda L.) no Sul dos Estados Unidos (Lorio 1966) e também tem sido referido como causa de
prejuizos em muitas plantas de viveiro (Zentmyer 1983; Sdnchez et al. 2005). Mais recentemente
este patogénio tem sido referido como implicado no declinio de Quercus suber e Q. rotundifolia
que vem acontecendo na zona mediterranea (Brasier et al. 1993, 1996; Moreira et al. 1993, 1996;

Caetano et al. 2003; Sanchez et al. 2002b, 2003b).

A primeira variedade conhecida de P. cinnamomi e a unica desde 1922, quando a espécie foi
descrita pela primeira vez, foi P. cinnamomi var. cinnamomi. No entanto, em 1993 Krober e
Marwitz descreveram P. cinnamomi var. parvispora, isolada de plantas ornamentais do género
Beaucarnea na Alemanha (Erwin e Ribeiro 1996). Esta variedade difere da cinnamomi
principalmente por apresentar clamidésporos de menor tamanho (16-43um). Também ¢ referido a
menor dimensdo dos esporangios (média de 36.9 x 25,5 pm) e uma temperatura de crescimento
mais alta (36-37°C) (Ibidem).

Outra variedade de P. cinnamomi foi identificada por Ho (2002) a partir de isolamentos obtidos de
Robinia pseudoacacia L. na China (P. cinnamomi var. robiniae HH.Ho var, nov.). Esta nova
variedade difere das anteriores pela auséncia de clamiddsporos.

Nenhuma destas variedades foi associada ao declinio de Quercus spp.

1.3.1. Caracterizacao morfoldgica

O micélio de P. cinnamomi var. cinnamomi € constituido por hifas tubulares ramificadas, com 6 a
14 um de didmetro (Erwin e Ribeiro 1996). As hifas podem ser lisas, nodosas ou apresentar

dilatagdes (hyphal swellings). O micélio é cenocitico, dipléide e quando jovem, apresenta-se

hialino, quase transparente. As dilatacdes das hifas sdo uma caracteristica de P. cinnamomi que
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permite diferencia-la de outras espécies. Estas dilatagdes ndo estdo delimitadas por septos e o seu
contetido celular e parede sdo idénticos aos das hifas. Podem ser intercalares ou terminais, de forma
esférica, elipsdide ou angular e aparecerem isoladas, ou agrupadas em forma de racimos de
tamanho varidvel. Estas estruturas podem-se observar principalmente em meio de cultura liquido

(Ibidem).

Estruturas reprodutivas assexuadas

Os esporangios sdo as principais estruturas reprodutivas assexuadas. Sdo produzidos na parte final
de hifas especializadas, os esporangiéforos. Os esporiangios sdo estruturas multinucleadas
separadas do esporangi6foro por um septo basal. Podem ser de forma ovéide, piriforme ou
elipséide e na sua parte apical ndo apresentam papila (engrossamento apical). As dimensdes variam
muito segundo o isolamento, podendo apresentar valores entre 11-103 um para o comprimento e de
11-53 pm para a largura (Ibidem). Os esporangi6foros sdo simples ou com ramificagdo simpodial,
apresentando muitas vezes ramificacdo interna. Os esporangios permanecem sempre no
esporangi6foro (Ibidem).

Os esporangios t€m a capacidade de poder germinar directamente como micélio ou emitir
zoosporos moveis. Na parte apical do espordngio estd o poro de saida dos zodsporos, que
normalmente € estreito (5 um) (Stamps et al. 1990). Os zodsporos tém forma de rim e sdo
biflagelados, com dois flagelos diferentes entre si, que saem da parte concava. Sdo produzidos no
interior do esporangio e saem ja formados. Pelo contrdrio, no género Pythium, o esporangio
expulsa uma vesicula com protoplasma que, uma vez fora, se diferencia em zodésporos (Erwin e

Ribeiro 1996).

Outras estruturas reprodutivas assexuadas que se observam mais frequentemente em meio liquido
sdo os clamidésporos. Estes podem ser intercalares ou terminais, aparecendo muitas vezes em
racimos de 3 a 10. Em geral tém forma esférica, com 31 a 50 pm de didmetro e por vezes
elipsoidal. Sdo delimitados por uma parede grossa e lisa. Normalmente sdo hialinos mas podem
tornar-se escuros. O seu conteido é denso, observando-se por vezes um corpo central. Sdo as
estruturas de resisténcia mais frequentes e persistentes no solo (Hwang e Ko 1978; Erwin e Ribeiro

1996).

Estruturas reprodutivas sexuadas

A reproducdo sexuada envolve a formacdo de gametingios femininos (oogénios) e masculinos
(anterideos). Ambos se formam normalmente no extremo das hifas, embora possam ser
intercalares. O oogénio cresce através do anteridio, de modo que depois de formado, o anterideo
apresenta-se como um corpo que rodeia o pedinculo do oogénio, denominando-se anterideo

anfigino. Os anteridios podem ser unicelulares ou bicelulares de dimensdes entre 17-19 um (Erwin
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e Ribeiro 1996). O odsporo resultante da unido dos gametangios € plerdtico, ocupando todo o
oogdnio. Tem parede grossa, forma esférica, € hialino ou de cor amarelada e de dimensdo entre
19-54 um (Ibidem). A meiose ocorre nos gametangios antes da sua unido para formar os odsporos,
o que € uma caracteristica dos oomicetes.

Phytophthora cinnamomi é uma espécie maioritariamente heterotdlica, produzindo as estruturas
sexuadas a partir de formas ou mating types de tipo de emparelhamento oposto. Geralmente as
formas complementares designam-se por Al e A2. A forma A2 de P. cinnamomi é a mais comum e
encontra-se distribuida mundialmente. A forma A1l tem uma distribui¢do mais restrita. Os 0dsporos
s@o estruturas de resisténcia, permitindo ao fungo sobreviver fora do hospedeiro longos periodos de
tempo (Zentmyer 1980). No entanto, devido a auséncia da forma Al na Peninsula Ibérica, os
06sporos ndo serdo comuns nesta zona.

A producdo de odsporos pode contudo ser induzida em culturas do tipo A2 quando crescem na
presenca de extracto de raiz de abacateiro, grdos de aveia ou na presenca de exsudados de
Trichoderma viride (Zentmeyer 1952, 1979; Royle e Hickman 1964; Brasier 1978). McCarren
(2006) refere a producdo de odsporos de culturas heterotdlicas de P. cinnamomi A2 in vitro que se
comportam como espécies homotdlicas na auséncia de factores de stress.

A reproducdo sexuada possibilita a recombinagdo genética e o aparecimento de novas racgas ou
bidtipos (Zentmyer 1980; Erwin e Ribeiro 1996). No entanto, na Austrdlia em dreas onde existem
as formas Al e A2, ndo se encontraram evidéncias de reprodugdo sexuada. (Dobrowolski et

al. 2002).

1.3.2. Caracterizacio patogénica

Ciclo de vida

Phytophthora cinnamomi encontra-se no solo, normalmente na forma de estruturas de
sobrevivéncia (principalmente clamidésporos mas também odsporos). Se as condi¢des ambientais
sdo as adequadas, principalmente temperatura apropriada e existéncia de dgua livre no solo, estas
estruturas germinam, produzindo esporingios que libertam zodsporos. Os zodsporos sdo
considerados os propagulos de infec¢do mais importantes, pois podem produzir véarias geracdes
durante o periodo em que as condi¢cdes ambientais se mantiverem apropriadas (Zentmyer 1980;
Erwin e Ribeiro 1996). Podem deslocar-se activamente na agua livre do solo, através do
movimento dos seus flagelos, ou serem arrastados pela dgua das chuvas (Zentmyer 1980; Weste
1983). Podem nadar durante horas e s@o atraidos quimicamente pelos exsudados dos tecidos jovens
da zona de elongacdo da raiz (quimiotaxia positiva) de potenciais plantas hospedeiras (Carlile
1983; Shearer e Tippett 1989; Hardham 2001). Aminoécidos, agticares e etanol, sdo exemplos de

substancias que atraem os zodsporos (Carlile 1983; Erwin e Ribeiro 1996). Algumas espécies de
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Phytophthora e Pythium, especialmente as que t€m um restrito niimero de hospedeiros, apresentam
uma maior especificidade na sua atraccdo para os exsudados de raiz (Carlile 1983). A
especificidade estd correlacionada com a carga eléctrica que apresentam os flagelos anterior e
posterior dos zodsporos (Tyler 2002). Além dos zodsporos conterem informagdo sobre o ambiente
quimico, podem também integrar informacdo sobre o ambiente eléctrico, o que parece permitir aos
zodsporos distinguir as raizes vivas das mortas e contribuir para a seleccdo do local da infec¢do na
superficie da raiz (Moris e Gow 1993). Os zodsporos de P. cinnamomi nadam ao longo da
superficie da raiz com o lado ventral voltado para baixo antes de enquistarem (Hardham e Gubler
1990).

Ao encontrarem a superficie de uma raiz os zodsporos enquistam. Nessa altura, perdem os flagelos,
segregam material adesivo e no curto periodo de 5 a 10 min tomam a forma arredondada (quisto)
dando origem a uma parede celular espessa (Erwin e Ribeiro 1996; Hardham 2001). Depois de
permanecerem nesta fase 20-30 min os quistos germinam, produzindo tubos germinativos que
penetram nas células da raiz (Hardham 2001). Uma vez dentro das células hospedeiras, o tubo
germinativo ramifica-se, formando micélio que cresce intercelularmente, macerando a parede das
células dos tecidos cortical e vascular ndo lenhificados e ndo suberizados (Shearer e Tippett 1989).
Geralmente a infeccdo inicia-se na zona de elongacdo das raizes ou através de feridas. Diferentes
componentes da raiz, como polissacaridos, presenca de cdlcio ou nutrientes (Deacon e Donaldson
1993) podem contribuir para estimular ou provocar o enquistamento dos zodsporos. A germinagdo
dos quistos para formar hifas também ¢é estimulada por célcio e outros nutrientes (Hardham e
Gubler 1990).

Dois ou 3 dias apds o inicio da invasdo dos tecidos do hospedeiro, o patogénio pode esporular,
formando clamiddsporos nas células corticais e esporangios na superficie da raiz (Ho e Zentmyer
1977). E novamente os esporingios libertam zodsporos e o ciclo recomeca. Os zodsporos
continuam a infeccdo na raiz ou infectam raizes adjacentes. Quando as condi¢des ndo sdo
favoraveis o fungo sobrevive no solo ou nos tecidos infectados sob a forma de clamiddsporos que
se mantém no estado de laténcia por periodos mais ou menos longos. Quando estimulados pela
presenca de um hospedeiro e condigdes ambientais favoraveis, os clamidésporos germinam dando

origem a novas hifas infecciosas. A Figura 1.5 esquematiza o ciclo de vida de P. cinnamomi.

Epidemiologia

A infeccdo por microrganismos do género Phytophthora € favorecida pela presenga de dgua livre
no solo. Estes microrganismos t€ém grande capacidade reprodutiva, aumentando o inéculo inicial
rapidamente, por essa razdo, as doengas que provocam sdo consideradas multiciclicas (Erwin e

Ribeiro 1996).
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Figura 1.5 - Ciclo de vida de Phytophthora cinnamomi.

Phytophthora cinnamomi é, como anteriormente se refere, um dos patogénios mais destrutivos
conhecidos, causando a morte massiva de raizes absorventes, o que reduz a capacidade da planta de
absorver agua e nutrientes (Zentmyer 1980). Muitos hospedeiros deste patogénio sdo plantas
lenhosas de regides temperadas e subtropicais, incluindo dreas no Sul e Este da Australia.

As plantas infectadas muitas vezes comegam por mostrar sintomas de seca e/ou deficiéncia
nutricional, debilitam-se e tornam-se susceptiveis ao ataque por outros patogénios ou outras causas
que, muitas vezes erradamente, se consideram a causa primdria da morte das plantas (Agrios 1997).
As plantas jovens com grande propor¢ao de raizes absorventes em solos encharcados, assim como
raizes que sofreram stress hidrico ou feridas, s@o especialmente susceptiveis ao ataque por
P. cinnamomi. Em zonas sujeitas a encharcamentos, a incidéncia de raizes afectadas aumenta,
observando-se muitas vezes a perda quase total de raizes absorventes e necroses na parte inferior
do tronco e na zona do colo (Sanchez et al. 2002b, 2003b). Locais onde o patogénio existe em

elevada densidade e a expressdo da doencga € reduzida, revela um equilibrio ecolégico do patogénio
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com as espécies de hospedeiros. A baixa incidéncia de raizes afectadas em solos onde existe o
patogénio atribui-se a caracteristicas do solo, principalmente a falta de humidade e a presenca de

microrganismos antagonistas do patogénio (Erwin e Ribeiro 1996).

A deficiéncia em oxigénio causada pelo encharcamento causa stress na planta. A estrutura da raiz e
as suas fungdes sdo alteradas. Entre outros efeitos, di-se uma prematura senescéncia e defici€ncias
minerais nas folhas, retarda-se o crescimento de novos rebentos, suprime-se a associa¢cdo com
micorrizas e admite-se que a biossintese de fitoalexinas é afectada (Drew e Lynch 1980). A
influéncia e a duracdo das condi¢des de encharcamento na severidade dos danos diferem com o

hospedeiro (Browne e Mircetich 1988).

Se bem que, de forma geral, as infec¢des por P. cinnamomi sejam favorecidas pelo encharcamento
do solo, os danos mais graves tém lugar em zonas assoladas por longos periodos de seca,
principalmente quando, depois de uma Primavera chuvosa, ocorrem Verdes e Outonos secos e com
altas temperaturas (Erwin e Ribeiro 1996; Agrios 1997). Na Primavera, as condicdes de
temperatura e de humidade favorecem a germinacdo dos clamiddsporos, que germinam libertando
zoOsporos que infectam novas raizes. No Verdo e no Outono, as drvores com o sistema radicular
infectado ndo sdo capazes de resistir ao défice hidrico e morrem. Em climas mais frescos e
hiimidos as arvores sobrevivem durante varios anos, apresentando sintomatologia semelhante aos
causados pela falta de dgua e nutrientes. Nestes casos, a arvore tem capacidade de emitir novas
raizes para repor as afectadas pelo fungo, por periodos mais ou menos longos, antes de morrer.
Noutros casos, as arvores morrem repentinamente, devido a severidade da infec¢do radicular

(Zentmyer 1980).

1.4. CONTROLO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

Controlo de doengas radiculares

A escolha das medidas a adoptar para o controlo de doengas em plantas pressupde um correcto
entendimento do que € doenca e da importancia do papel desempenhado por cada um dos
componentes envolvidos na manifestacdo de doencas em plantas. Para o controlo de doengas
radiculares, como a que causa P. cinnamomi em Q. suber e Q. rotundifolia na Peninsula Ibérica,
este entendimento pressupde particular acuidade.

Uma doenca € o resultado da interac¢do simultinea de trés factores: um patogénio, um hospedeiro,
e condicdes ambientais favordveis a interaccio patogénio-hospedeiro (Agrios 1997). Este conceito

costuma representar-se esquematicamente em forma de tridingulo, no entanto os factores ndo se
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situam ao mesmo nivel. Assim, o envolvimento das condi¢des ambientais no processo infeccioso
da-se s6 depois do hospedeiro e patogénio entrarem em contacto, como salientam Roberts e
Boothroyd (1984). Estes autores referem que as condi¢cdes ambientais podem influenciar a
actividade dos agentes que causam doenca; podem determinar a extensdo e gravidade dos sintomas
manifestados pelo hospedeiro; podem afectar a complexa interac¢do entre plantas e agentes
causais, mas ndo sdo a causa primdria do processo infeccioso. No entanto, o ambiente € tdo
importante que, quanto mais tempo perdurarem as condi¢des ambientais favoraveis a interacgo
hospedeiro-patogénio, tanto mais severa serd a doenca. Como os sintomas de doencgas radiculares
se assemelham aos provocados por factores ambientais €, embora erradamente, muito comum a

sobrevalorizacgdo destes factores como causa destas doencas.

Ao contrario do que se passa com as doengas da parte aérea das plantas, as doencgas do sistema
radicular, por se desenvolverem fora do alcance visual do observador, passam desapercebidas
durante a fase inicial da doenga, verificando-se que quando os primeiros sintomas nas folhas e
ramos se tornam perceptiveis ja o sistema radicular se encontra severamente danificado (Ferraz
1985b; Erwin e Ribeiro 1996). Este facto tem implicagdes na forma de abordar o controlo e
tratamento destas doencas.

A diferenca mais evidente ao nivel do controlo de doencas da parte aérea e radicular é a fase do
ciclo de vida do patogénio que € o alvo das medidas de controlo. No caso de doengas da parte aérea
o controlo incide directamente sobre o patogénio, durante a sua fase parasitica, por ser nesta fase
que apresenta maior vulnerabilidade. O controlo em doencgas radiculares é essencialmente
preventivo, realizando-se durante a fase em que o patogénio sobrevive no solo na auséncia do
hospedeiro, ou seja, quando o patogénio ndo coloniza os tecidos vivos do seu hospedeiro, que é a
fase em que constitui 0 maior risco potencial para as culturas susceptiveis.

Relativamente ao hospedeiro as medidas de controlo a considerar sdo diferentes conforme se trata
de uma cultura anual ou vivaz, herbacea ou lenhosa. Para algumas culturas herbdceas ou fruticolas,
devido as suas valiosas produgdes, o tratamento pode ser economicamente aceitdvel, mas para
espécies florestais ja instaladas, o tratamento poderd ser questiondvel. Por outro lado, os diferentes
modos como os patogénios se comportam no solo determinam, em dltima andlise, as medidas de
controlo a utilizar.

Devido a dificuldade de controlar o alastramento de uma doenga radicular, uma vez iniciada em
espécies arbdreas, as estratégias de controlo deverdo ser definidas no momento da instalag@o dessas

espécies no terreno.
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Medidas de controlo de Phytophthora cinnamomi

O patogénio P. cinnamomi é considerado um parasita ndo especializado, mas por outro lado, a sua
reduzida capacidade de competicdo saprofitica assemelha-o aos parasitas especializados (Garret
1970; Ferraz 1985a). Esta reduzida capacidade competitiva € evidenciada pela dificuldade, ou
mesmo impossibilidade, do seu isolamento a partir de raizes mortas do seu hospedeiro, de onde terd
sido desalojado por outros microrganismos com mais elevada capacidade de competicdo
saprofitica. No entanto, para compensar esta reduzida capacidade saprofitica, este patogénio tem a
faculdade de sobreviver activamente em hospedeiros alternativos e na forma latente como

clamidésporos no solo.

O controlo de P. cinnamomi é complexo devido ao periodo, as vezes longo, entre o estabelecimento
da infeccdo e a manifestacdo dos sintomas, a vasta gama de hospedeiros e a longevidade das suas
estruturas de resisténcia no solo (Erwin e Ribeiro 1996). Por outro lado, as plantas que exibem
sintomas de infec¢do severos raramente sobrevivem, independentemente do tipo de tratamento a
que sejam sujeitas (Ribeiro e Linderman 1991). Também a erradicagdo das infeccdes em plantas
lenhosas é muito dificil ou mesmo impossivel se as plantas crescem em solo contaminado (Coffey
1991; Ribeiro e Linderman 1991). No entanto, algumas medidas podem ser tomadas para evitar ou

atenuar os efeitos causadas por P. cinnamomi.

Segundo Phillips e Burdekin (1992) as medidas de controlo podem ser divididas em dois grupos:
= as que evitam a disseminacdo de P. cinnamomi para regides ainda livres deste patogénio;

= as que impedem a progressdo da doenca onde ja existe.

1.4.1. Medidas preventivas

Porque a infecg@o por espécies de Phytophthora ocorre muitas vezes durante a fase de propagagdo
das plantas ou no seu estado juvenil, mas os sintomas s6 aparecem quando as plantas ja estdo no
estado de producdo ou no local definitivo de plantacdo, as medidas de controlo devem ser
principalmente preventivas (Ribeiro e Linderman 1991). Estas medidas de controlo podem ser
dirigidas para cada um dos trés factores que condicionam o aparecimento da doenga. Assim, as

dirigidas ao hospedeiro podem ser:
- Utilizagdo de variedades de hospedeiro resistentes

A utilizacdo de variedades de espécies lenhosas resistentes a Phytophthora spp. € limitada. A

bibliografia consultada refere a existéncia de algumas variedades resistentes em espécies fruticolas
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(citrinos, abacateiro, pessegueiro, macieira) além de variedades de oliveira, castanheiro e eucalipto.
No entanto, verifica-se que muitas vezes a resisténcia ndo é completa.

O estudo de variedades resistentes de sobreiro e azinheira a infecc@o por P. cinnamomi tem sido
desenvolvido desde 2004 no &mbito de um projecto de investigacao entre a Universidade de Huelva
(Espanha), a Universidade do Algarve e a Estagdo Agrondmica Nacional (Portugal). Os resultados
preliminares deste estudo indicam que existe uma grande variedade de resposta a infecgdo por
P. cinnamomi por parte de plantas de sobreiro e azinheira procedentes de diferentes regides (Tapias
et al. 2005, 2006). Estudos moleculares concluiram que os sobreiros que morrem de morte sibita
nio tém o gene que codifica a proteina QsCADI1 (cinamil dlcool desidrogenase 1), que esta
envolvida na resposta a infeccdo por P. cinnamomi. Estes sobreiros ndo sdo capazes de converter o
factor de viruléncia (toxina) produzido pelo patogénio, num produto ndo téxico para a célula e

morrem rapidamente (Coelho 2003; Coelho et al. 2006b).

- Utilizagdo de plantas sdas

A utilizago de plantas certificadas é uma das medidas mais importantes para evitar a disseminagao
da doenca em novas plantagdes. Vdrias espécies de Phytophthora foram detectadas em Quercus
spp. em viveiros comerciais (Sanchez et al. 2005). As medidas de controlo em viveiros devem ser
principalmente preventivas e sdo fundamentais para evitar a dispersdo da doenca no campo. No
entanto, para muitas culturas, este controlo ¢é dificil devido a vérios factores, nomeadamente,
elevada densidade de plantas, dificil deteccdo precoce da infeccdo, realizagdo da mesma cultura
num mesmo lugar durante muito tempo, utilizacdo de grande quantidade de agua e fertilizantes,
possivel infestacdo de areas livres de indculo por dgua contaminada, reutilizacdo de material
contaminado e falta de fungicidas eficazes (Ribeiro e Linderman 1991). Muitos viveiros fazem
tratamentos profilaticos com metalaxil ou fosetil de aluminio, no entanto, deverd ter-se em conta
que as substincias quimicas ndo erradicam completamente o patogénio e que algumas destas
substincias sdo fungistaticas e ndo fungicidas. Recomenda-se, por isso, desinfestar os recipientes
onde se encontram as plantas para eliminar algum possivel indculo e tratar a 4gua quimicamente ou

por filtrag@o nos sistemas em que a dgua de rega se reutiliza (Ibidem).

- Utilizagdo de plantas micorrizadas

As micorrizas sdo fungos que vivem em simbiose com as plantas ajudando-as na captura de agua e
nutrientes, no crescimento, e no estado sanitario geral. As ectomicorrizas, micorrizas que envolvem
a raiz e crescem entre as suas c€lulas corticais (Bergero et al. 2000) reduzem a infestacdo de
P. cinnamomi numa ampla gama de arvores hospedeiras (Ross e Marx 1972; Marx 1973). Esta
reducdo é conseguida devido a protec¢do que proporciona o manto fingico nas raizes, a produgdo
de antibiéticos inibidores do patogénio e ao aumento das populacdes de microrganismos

antagonistas na rizosfera (Ribeiro e Linderman 1991: Shea e Brodbent 1983). A eficicia das
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ectomicorrizas no controlo da infec¢do depende do estado fisiolégico da raiz micorrizada e do tipo
de fungo que a forma.

A simbiose formada entre fungos e plantas € extremamente importante num ambiente em que o
equilibrio ecolégico € bastante fragil e manipulado pelo homem, como sdo os montados ou
dehesas. E importante que as plantas utilizadas na reflorestacio de 4reas afectadas pelo declinio de
Quercus spp. apresentem uma adequada micorrizacdo de forma a garantir a sobrevivéncia das
jovens plantas transplantadas e o seu bom estado sanitario. Para tal, € necessario que a inoculagio
com a micorriza seja realizada durante a propagacdo das plantas, para que o fungo possa
estabelecer-se nas raizes, antes da transplantacio para o lugar definitivo. Especial atencdo deve ser
dada ao tipo de micorriza, para que esteja adaptado as condi¢gdes edafo-climdticas para onde as

plantas serdo transplantadas.

As medidas de controlo dirigidas ao patogénio podem ser:

- Evitar a disseminagdo de Phytophthora cinnamomi

O patogénio pode ser rapidamente disseminado ao introduzir solo infestado em locais que se
encontram livres. Medidas que visam a redugdo da dispersdo do patogénio por utilizadores da
floresta foram estabelecidas por entidades de gestdo florestal na Austrdlia e nos Estados Unidos da
América. Estas medidas foram apresentadas e discutidas em congressos internacionais:
International Workshop of IUFRO Working Party 7.02.09: Phytophthoras in Forests and Natural
Ecosystems que se realizaram desde 1999 e consistem, por exemplo no mapeamento actualizado de
areas infestadas, na cuidadosa calendarizacdo de operagdes a realizar na floresta; na restri¢do do
movimento de veiculos, pessoas e materiais de dreas infestadas para areas ndo infestadas, assim
como na limpeza destes veiculos e materiais e prevenc@o da drenagem da dgua de zonas infestadas
para zonas nao infestadas (Colquhoun 1999).

Novas infestagdes com o patogénio podem induzir novos tipos de patogenicidade e aumentar o
impacto da doenga na vegetacdo da floresta que ainda permanece viva ou que estd a regenerar
(Tommerup et al. 1999). A quarentena a escala local, regional, nacional e internacional, visa
minimizar os riscos da introdu¢@o de novas racgas de P. cinnamomi. Por outro lado, a auséncia de
sintomas nas plantas fornecidas pelos viveiros € uma ameaca a quarentena e a certificacio de livre
de doencga, por isso o diagndstico em laboratdrios especializados deverd ser uma rotina para

detectar a importacdo do patogénio para novas areas.
- Solarizagdo do solo

Virios estudos indicam que a solarizag¢do reduz a densidade de populacdo de Phytophthora spp. e

reduz a incidéncia da doenga (Lopez-Herrera et al. 1997; Coelho et al. 1999; McGovern et
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al. 2000; May-de-Mio et al. 2002). Esta medida € praticdvel em algumas situagdes e para algumas

culturas com alto valor econémico, porém nao é realizavel numa floresta.

Das medidas de controlo destinadas a modificar as condi¢des ambientais no sentido de impedir que

estas favorecam a interaccdo hospedeiro-patogénio destacam-se as seguintes:

- Utilizar o tipo de solo adequado a cultura

Quanto mais as condi¢cdes ambientais se aproximarem do 6ptimo das espécies cultivadas, maior
serd a sua resisténcia as doencgas (Garret 1970; Ferraz 1990). Por isso, ao instalar uma cultura
susceptivel a P. cinnamomi, devera dar-se especial atengdo ao tipo de solo. A instalacdo de plantas
em solos ndo infestados com o patogénio requer previamente conhecimento sobre a presenca deste
no terreno ou sobre as culturas susceptiveis ao patogénio que precederam a instalagdo das plantas
(Fry 1982). O solo devera estar livre de restos de culturas anteriores e sempre que possivel deverd
ser supressivo para o patogénio. Os solos supressivos para P. cinnamomi sdo aqueles onde este
patogénio ndo se consegue estabelecer ou, no caso de se estabelecer, ndo produz doenca ou a sua
severidade vai diminuindo com o passar do tempo (Erwin e Ribeiro 1996). Estes solos tém
elevadas populagdes de bactérias (Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces) e fungos (Trichoderma)
que provocam a lise das hifas de Phytophthora spp. (Malajczuk 1983) e impedem a formacéo de
esporangios (Weste 1983).

Virios estudos tém analisado o efeito de presenga de microrganismos e compostos anti-fiingicos no
crescimento de P. cinnamomi e na infec¢do que causa este patogénio. Algumas espécies de
Streptomyces mostram efeito inibidor in vitro para isolamentos de P. cinnamomi (Finlay e
McCracken 1991). No entanto, apesar do efeito inibitério no crescimento de P. cinnamomi, o seu
potencial com agente de biocontrolo € limitado porque os Actinomicetes encontram-se mais nos
solos secos e produzem grandes quantidades de antibidticos em situacdes de baixo potencial de
dgua, ou seja, em condicdes desfavoraveis ao desenvolvimento de P. cinnamomi (Ibidem). Apesar
de vdrias espécies de Trichoderma serem capazes de controlar o desenvolvimento de espécies de
Phytophthora (Erwin e Ribeiro 1996; Ribeiro e Linderman 1991), T. harzianum tem um efeito
estimulador na produgdo de esporangios, o que pode provocar um aumento do in6culo potencial
(Finlay e McCracken 1991). Myrothecium verrucaria causa distor¢ao das hifas de P. cinnamomi e
inibe ligeiramente o crescimento in vitro (Ibidem; Erwin e Ribeiro 1996). Em ensaios em estufa M.
roridum proporcionou controlo da infec¢do por P. cinnamomi em plantas de Persea indica (Gees e
Coffey 1989). O crescimento de P. cinnamomi também € inibido in vitro por compostos anti
fingicos produzidos por Epicoccum purpurascens (Finlay e McCracken 1991). Foi também
estudado o efeito de E. purpurascens na infeccio por P. cinnamomi em plantas de Lupinus albus e

Erica vagans. Embora ndo se tenham observado diferengas no tamanho das plantas, ndo se reisolou
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P. cinnamomi das raizes de Lupinus infestadas, nem se verificaram sinais de infec¢@o nas raizes das

duas espécies de plantas (Ibidem).

- Prdticas culturais adequadas

Os factores ambientais que predispdem o hospedeiro a infec¢do por Phytophthora, como por
exemplo a salinidade do solo, o excesso de fertilizacdo nitrogenada, o stress hidrico, por seca ou
encharcamento, podem atenuar-se mediante praticas culturais apropriadas (Erwin e Ribeiro 1996).
A alteracdo do pH do solo pela aplicacdo de sais pode ser uma medida efectiva de controlo.
Embora as espécies de Phytophthora tolerem uma ampla gama de pH a aplicagcdo de produtos para
reduzir o pH foi eficaz no controlo de problemas radiculares causado por P. cinnamomi (Zentmyer

1980).

A aplicag¢do de compostos orginicos ao solo proporciona uma microflora e fauna mais complexa e
antagonista, além de melhorar o vigor do hospedeiro ao melhorar a estrutura do solo, regular a
humidade e adicionar nutrientes (Shea e Broadbent 1983). Os 4cidos himicos e filvicos existentes
na matéria organica podem reduzir a incidéncia da infec¢io por espécies de Phytophthora, como
por exemplo quando se aplica em macieira (Ellis ef al. 1986; Ribeiro e Linderman 1991) ou nos
arbustos Thryptomene calycina e Banksia spinulosa (Aryantha et al. 2000).

Actualmente, em alguns povoamentos de sobreiros ja € uma pratica habitual o corte do mato, a sua

trituracdo e incorporacio no solo.

1.4.2. Medidas de controlo onde a doenca existe

Neste caso torna-se necessario aplicar estratégias de controlo para reduzir a incidéncia e severidade
da doenga e impedir a dispersdo do patogénio para plantas sa@s. De entre as varias medidas que se

podem realizar destacam-se algumas:

- Prdticas culturais

Algumas praticas culturais podem potenciar factores fisicos do solo desfavordveis ao crescimento
de espécies de Phytophthora. Por exemplo, a manutencdo de uma adequada drenagem do solo,
evita o stress nas plantas e condi¢des propicias a multiplicacdo e dispersdo de Phytophthora spp.
Também a incorporacdo de matéria organica melhora a estrutura do solo, disponibiliza nutrientes
para o hospedeiro e incrementa a actividade da microfauna, designadamente, os microrganismos

antagonistas.
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Nos sobreirais e montados ou dehesas na Peninsula Ibérica acontecem muitas vezes, mais do que
seria desejado, situacdes de incéndio. O fogo faz parte do ambiente em muitas regides do mundo,
especialmente em climas mediterraneos e tem sido usado em algumas florestas para a regeneragdo
de 4rvores e para remover detritos vegetais, que sdo uma ameaga de incéndio (Shea e Broadbent
1983). Controlando a frequéncia, a intensidade e a época em que acontecem, pode-se alterar a
estrutura e a composi¢@o do ecossistema, influenciando o controlo de P. cinnamomi. Na Austrdlia,
o fogo foi usado nas florestas de eucaliptos, e os resultados indicam que tanto pode ter influéncia
negativa como positiva, no controlo de P. cinnamomi (Ibidem). Também em zonas afectadas pelo
declinio do sobreiro na Serra do Caldeirdo (Portugal), foram observadas situagdes em que dreas que
recuperavam de um incéndio acontecido 2 anos antes, apresentavam sobreiros com indices de
desfoliacdo inferiores aos que se encontravam em zonas ndo ardidas, quer em zonas
intervencionadas recentemente pelo homem, quer em zonas ndo intervencionadas hd mais de
10 anos (Anénimo 2006).

O fogo afecta o hospedeiro, o patogénio e o ambiente e o seu efeito no desenvolvimento do

declinio do sobreiro e azinheira devera ser devidamente estudado.

- Aplicagdo de produtos bioldgicos e quimicos

O controlo biolégico de P. cinnamomi € uma prdtica estabelecida na industria comercial e
horticola, no entanto isso ainda ndo acontece em florestas naturais (D’Souza et al. 2004). Ensaios
de campo na parte Ocidental da Austrdlia concluiram que a leguminosa Acacia pulchella é capaz
de proteger Banksia grandis da infec¢do por P. cinnamomi por mais de um ano, nos sitios
reabilitados onde se extraia a bauxite (Ibidem). Este facto, confirmou o potencial de A. pulchella
como um agente de controlo biolégico de P. cinnamomi em comunidades de plantas infectadas.

Em Portugal, trabalhos realizados na Universidade do Algarve demonstraram que os extractos
alcodlicos de raizes de Phlomis purpurea reduzem significativamente o crescimento de
P. cinnamomi in vitro (Neves 2007). Este autor, também estudou a patogenicidade de
P. cinnamomi nestas plantas e ndo conseguiu reisolar o patogénio das raizes infestadas que, ndo

apresentavam sintomas de infeccéo.

Os fungicidas raramente pode curar plantas arbdreas infectadas, quando a sua aplicacdo ndo é
conjugada com outros métodos de controlo (Ribeiro e Linderman 1991). Ndo obstante, a aplicacdo
de produtos quimicos, constitui uma opg¢do tentadora no controlo de doengas, pois geralmente sdao

faceis de aplicar, actuam rapidamente, sdo persistentes, eficazes e de custo relativamente baixo.
Porém, o controlo quimico dos Oomycetes ¢ dificil dadas as caracteristicas que os diferenciam dos

outros fungos: como té€m celulose na sua parece celular em vez de quitina, sdo insensiveis aos

antibidticos polioxinicos; ao ndo sintetizarem esterdis, os fungicidas que inibem a sua sintese nio
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sdo eficazes; como a estrutura da tubulina, proteina implicada na divisdo celular, é diferente no
género Phytophthora, o benomil, fungicida muito utilizado para outros fungos, também ndo é

eficaz (Griffith et al. 1992).

Uma vez que as plantas mostram sintomas de infec¢do avancada raramente poderdo ser
recuperadas pelo tratamento. Os fungicidas sistémicos por se moverem no interior da planta
apresentam a vantagem de estarem menos sujeitos a perderem-se por lexiviagdo e degradagdo no
solo, comparado com os fungicidas protectores, que t€m um relativo efeito curativo.

No mercado existem vérios fungicidas sistémicos como carbamatos, acetamidas, acilalaninas,
outras amidas e fosfonatos que tém sido descritos como eficazes no controlo de fungos da familia

Pythiaceae.

A erradicagdo das infecgdes provocadas por espécies de Phytophthora em plantas lenhosas € muito
dificil, ou mesmo impossivel, quando ja estdo implantadas no terreno. No entanto, plantas jovens
de espécies lenhosas podem ser tratadas com produtos quimicos, aquando da sua transplantagao,
verificando-se que os fungicidas metalaxil e fosetil-Al aplicados s, ou em combinacdo, tém-se

mostrado eficazes.

A introdugdo de substincias directamente no xilema por infusdo (utilizacdo da transpiracdo para a
entrada da substancia) ou injec¢do (emprego de uma forga adicional) é um método alternativo de
aplicacdo de fungicidas. As injec¢des tem sido usadas na luta contra doencas provocados por
fungos de solo e micoses vasculares e mais recentemente no declinio de Quercus (Fernandez-
Escobar et al. 1994, 1999; Romero et al. 2004) com resultados muito encorajadores.

Os fungicidas sistémicos podem inibir a producdo de clamiddsporos e a libertacdo de zodsporos,
mas rapidamente se desenvolve resisténcia na populacdo do patogénio (Schwinn 1983; Cohen e

Coffey 1986; Finlay e McCracken 1991).

Embora o controlo quimico seja amplamente utilizado em horticultura, nem sempre € praticavel e
econémico em outras situagcdes. Segundo D’Souza et al. (2004) este controlo justifica-se em
florestas de eucalipto na parte Ocidental da Austrélia para proteger espécies em vias de extingao.

A utilizacdo de um controlo que integre todas as medidas disponiveis na luta contra espécies de
Phytophthora parece ser a forma mais correcta de actuar (Coffey 1991; Ribeiro e Linderman 1991).
Em abacateiro, por exemplo, a utilizacdo de variedade resistentes, o uso de técnicas culturais
apropriadas e a aplicagdo de fungicidas, tem dado resultado no controlo de P. cinnamomi (Coffey

1991).
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No caso do declinio de espécies de Quercus causado por P. cinnamomi, o controlo a curto e médio
prazo, devera principalmente incidir na utilizagdo de praticas culturais que promovam o bom
desenvolvimento do hospedeiro e previnam a ocorréncia de condi¢cdes ambientais propicias a

infecgdo por este patogénio.
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1.5. OBJECTIVOS

Este trabalho tem como objectivo geral contribuir para o estudo da distribuicdo, incidéncia,
severidade e controlo da doenga causada por Phytophthora cinnamomi em Quercus suber e

Q. rotundifolia.

Como objectivos especificos procurou-se:

— Determinar a distribui¢do de P. cinnamomi nas dreas ocupadas por sobreiros e azinheiras em

Portugal e na zona Ocidental da Andaluzia (Espanha);

— Analisar a progressdo do declinio em povoamentos de sobreiro infestados com P. cinnamomi,
determinando a influéncia de factores ambientais na incidéncia e severidade da doenca em

Portugal;

— Caracterizar do ponto de vista morfolégico e fisioldgico isolamentos de P. cinnamomi

associados ao declinio de Q. suber e Q. rotundifolia;

— Reproduzir em condi¢cdes controladas o ciclo biolégico da doenga, recriando diferentes
situagdes de campo com vista a estudar a influéncia do tipo e grau de infestacdo dos substratos,
do regime hidrico e da temperatura, no processo de infec¢do e na severidade de sintomas da

doenga;

— Encontrar um método sensivel para avaliar a severidade de sintomas em plantas jovens de

sobreiro e azinheira infestadas com P. cinnamomi,

— Avaliar o efeito da aplicacdo de substancias quimicas, no controlo da infec¢do por P. cinnamomi

em plantas de sobreiro e azinheira jovens e sobreiros adultos.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI
E MONITORIZACAO DA PROGRESSAO DA DOENCA DO DECLINIO EM
POVOAMENTOS DE SOBREIRO

2.1. INTRODUCAO

As espécies de Phytophthora sdo muitas vezes dificeis de detectar e isolar e em muitas regides do
mundo, os problemas radiculares causados por estas espécies, ndo tém sido convenientemente
diagnosticados. Isto acontece principalmente pelo uso de métodos e procedimentos de diagndstico

inapropriados (Tsao 1990).

A deteccdo ou isolamento de espécies de Phytophthora de plantas recentemente infectadas, com
micélio vidvel em crescimento activo, costuma ser facil. No entanto, o isolamento do patogénio a
partir de amostras de solo, especialmente se tém baixas concentrag¢des de propagulos, ou a partir de
restos de plantas afectadas, secos ou em avancado estado de decomposicdo, ¢ muito dificil ou
mesmo impossivel. Estas dificuldades sdo normalmente devidas a presenca de microrganismos
antagonistas presentes na microflora do solo, que sdo capazes de crescer mais rapidamente no meio
de cultura inibindo o desenvolvimento de Phytophthora, em conjunto com a lenta germinac¢do dos
seus propagulos de sobrevivéncia (clamidésporos). Para superar estas dificuldades utilizam-se
técnicas especiais de isolamento, tais como meios selectivos e iscos (Tsao 1983, 1990) e técnicas
de biologia molecular (Moreira et al. 1999; Nechwatal et al. 2001).

Os meios selectivos utilizam substancias quimicas anti-microbianas que inibem o crescimento de
bactérias e fungos ndo desejados, mas tém pouco ou nenhum efeito no crescimento das espécies de
Phytophthora (Erwin e Ribeiro 1996). A partir dos anos 60 do século XX, vérios foram os meios
ensaiados para o isolamento de espécies de Phytophthora até que em 1986 Jeffers e Martin
obtiveram o meio conhecido como PARPH. Este meio utiliza pimaricina (antibidtico polieno
contra a maioria dos fungos, excepto para os da familia Pythiaceae e algumas espécies de
Mortierella), ampicilina (antibiético contra bactérias gram-positivas), rifampicina (antibidtico
microciclico activo, principalmente, para micobactérias e bactérias gram-negativas),
pentacloronitrobenzeno (PCNB) (fungicida activo contra muitos fungos, excepto Oomicetes) e

himexazol (fungicida téxico para a maioria das espécies de Pythium, mas ndo para todas, assim
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como ndo tem efeito para muitas espécies dos géneros Mortierella e Phytophthora a concentragdes
de 25-50 pg/ml) (Erwin e Ribeiro 1996).

O isolamento de espécies de Phytophthora pode ser conseguido colocando o tecido afectado
(segmentos de raiz, folhas ou frutos), ou gotas de uma suspensdo de solo em dgua ou 4gua-agar,
directamente em meio selectivo (Erwin e Ribeiro 1996). Vairios autores seguiram este
procedimento no isolamento de P. cinnamomi de amostras de solo da rizosfera e raizes de sobreiros
e azinheiras (Hermoso et al. 2001; Moreira-Marcelino 2001; Sanchez et al. 2002b; 2003b; 2005;
Moreira 2003; Rodriguez et al. 2004; Moreira e Martins 2005). Também se consegue isolar
P. cinnamomi utilizando iscos (frutos, raizes, ou folhas de hospedeiros) que sdo infectados
preferencialmente por esta espécie, € em que as lesdes causadas sdo faceis de identificar. Para tal,
procede-se a imersdo de frutos ou raizes, numa camada de 4gua em contacto com o solo ou a
colocagdo de folhas e/ou fragmentos a superficie da 4gua em contacto com o solo a analisar. Este
procedimento favorece a producdo de esporangios e zodsporos, no solo ou no tecido vegetal,
aumentando o indculo inicial (Erwin e Ribeiro 1996). Tsao (1983) indica uma relagio de solo:agua,
no minimo de 1:4. Outros autores (Moreira-Marcelino 2001; Moreira et al. 1993; Moreira e
Martins 2005) utilizaram relagdes de solo:dgua 1:2 e folhas jovens de sobreiro e azinheira como
iscos para isolar P. cinnamomi de solo da rizosfera de sobreiros e azinheiras. Hermoso et al. (2001)
ensaiaram diferentes relacdes e a que melhor resultou para isolamento de P. cinnamomi foi a
relagdo solo:dgua 1:6, incubando 4 dias a 22°C e utilizando como isco segmentos de folhas de
Eucaliptus globulus. Este método foi também utilizado por Sanchez ef al. (2003b) para isolamento
de P. cinnamomi a partir de amostras de solo. Rodriguez et al. (2004) utilizaram os mesmos iscos
em meio selectivo NAHPH em que a pimaricina foi substituida por nistatina, para isolamento de
P. cinnamomi de solo procedente de focos de declinio de azinheiras. Torres-Alvarez el al. (2006)
utilizaram pétalas imaturas de cravo para o isolamento de P. cinnamomi de solo procedente de
focos de declinio na zona da Estremadura espanhola.

Outra forma de conseguir o isolamento de P. cinnamomi é colocando o solo ou tecido vegetal a
analisar (por exemplo, raizes), directamente dentro de um fruto susceptivel, como por exemplo
macd. Neste caso o fruto funciona como uma armadilha. Trabalhos realizados na Universidade do
Algarve no ambito de projectos de investigagdo sobre o estudo do declinio do sobreiro em S. Bras
de Alportel e S. Marcos da Serra e envolvimento de Phytophthora em montados (Anénimo 1992;
Brasier et al. 1993b; Moreira-Marcelino 2001) utilizaram este método para isolamento de

P. cinnamomi.

O isolamento de P. cinnamomi é normalmente conseguido a partir de amostras de raiz e solo da
rizosfera de arvores que exibem os sintomas referidos no Capitulo 1 sobre o declinio de Quercus na
Peninsula Ibérica (1.2.3.1). O facto destes sintomas serem semelhantes aos originados por factores

abidticos, como a caréncia de 4gua e nutrientes, tem induzido a diagnésticos errados sobre o que
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anda a afectar os sobreiros e azinheiras na Peninsula Ibérica. Dai a importancia do isolamento do
patogénio para um correcto diagndstico.
Um dos sintomas que mais ressalta na observacdo de montados e/ou povoamentos de sobreiros e

azinheiras atacadas pela doenca do declinio, € a desfoliacdo que sofrem estas arvores.

A queda de folhas das arvores ao longo do ano é um processo natural. No entanto, quando esta
queda é mais severa do que o normal as arvores aparecem desfolhadas. A desfoliagdo pode ser
definida pela perda anormal de folhas que a arvore sofre. Para a avaliacdo da desfoliacdo de
espécies florestais mediterraneas Cadahia et al. (1991) propds uma escala de classes com cinco
valores (0-4). A classe O corresponde a arvores ndo desfolhadas, ou com uma desfoliagdo menor
que 10%; na classe 1 as drvores encontram-se ligeiramente desfolhadas com percentagens entre 10
e 25%; a classe 2 sdo arvores moderadamente desfolhadas com valores entre 25 e 60%; na classe 3
estdo as arvores bastante desfolhadas com valores compreendidos entre 60 e 90%; e a classe 4
pertencem as arvores secas ou mortas. Esta escala de desfoliacdo foi usada para a avaliacdo de
danos em ecossistemas florestais em Andaluzia (Sanchez et al. 2000a, 2002b; Navarro et al. 2004).
A mesma escala foi utilizada por outros autores que realizaram trabalhos em Portugal (Caetano
1994; Correia 1994; Moreira-Marcelino 2001; Moreira 2003; Moreira e Martins 2005).
Ultimamente, para avaliar a desfoliacdo no género Quercus tem sido utilizada uma escala com seis
valores (0-5) (Sanchez et al. 2003b). Nesta escala, as classes 0 e 1 sdo semelhantes a escala (0-4);
na classe 2 as arvores apresentam desfoliacdo entre 26 e 50%; na classe 3 a desfoliagdo varia entre
51 e 75%; a classe 4 tem valores de 76 a 99% e a classe 5 pertencem as drvores completamente

mortas (Ferreti 1994).

A prospeccdo de P. cinnamomi em zonas de sobreiros e azinheiras, tanto de amostras de solo, como
de raiz, assim como a relacdo entre o isolamento deste patogénio e o grau de declinio das arvores
foram estudadas em quatro diferentes regides de Portugal desde 1995 por Moreira-Marcelino
(2001). Neste estudo, foi possivel isolar P. cinnamomi em mais de 42% dos sitios amostrados,
sendo a regido do Algarve a mais afectada, com 73% dos locais infestados com o patogénio. E
também nesta regido onde a expressao da doenca tem um maior impacto encontrando-se sitios com
mais de 90% das arvores afectadas ou mortas (Moreira-Marcelino 2001; Moreira 2003). Noutro
estudo realizado por Sanchez et al. (2003b) em oito herdades com sobreiros e azinheiras,
distribuidas pelas provincias andaluzas de Cadis, Cdérdoba, Huelva e Sevilha, seis estavam
infestadas com P. cinnamomi. Nas provincias de Cérdoba e Huelva foi onde se encontrou o maior
numero de drvores afectadas por P. cinnamomi.

Mais recentemente, em prospecgdes realizadas entre 2003 e 2005, em zonas de sobreiros e
azinheiras, conseguiu-se isolar P. cinnamomi em 47% das amostras procedentes de Andaluzia e em

68% das amostras procedentes do Sul de Portugal (Algarve e Alentejo) (Romero et al. 2007).
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Noutras prospecgdes realizadas entre 1991-92 e 1999-2000 em focos de declinio em herdades de
sobreiros e azinheiras na Estremadura espanhola, verificou-se que a percentagem de focos onde se
isolou P. cinnamomi permaneceu relativamente estdvel entre as duas prospeccdes (40 e 30%
respectivamente) (Torres-Alvarez el al. 2006). Percentagens semelhantes foram obtidas pela
andlise de amostras de solo e raiz procedentes de focos de azinheiras das provincias de Huelva e

Sevilha (Sanchez et al. 2004).

Um outro importante aspecto a considerar no estudo da dindmica da doenga é a sua progressao ao
longo do tempo em povoamentos de sobreiro e azinheira. Muitos autores procuraram medir a taxa
anual da progressdo da doenca nas florestas da Austrilia, através do estudo do aumento do
didmetro de manchas de doenca (Peters &Weste 1997; Weste et al. 1999; Shearer 2001; Weste et
al. 2002; Bluett et al. 2003; Weste 2003). Em Espanha, refere-se o trabalho de Séanchez et
al. (2003b) em que se estudou a taxa de incidéncia e o aumento da severidade da doenca do
declinio, causada por P. cinnamomi, em povoamentos de sobreiro e azinheira. Em Portugal

desconhece-se qualquer estudo sobre este tema.

Assim, este trabalho teve trés objectivos. O primeiro foi contribuir com dados complementares para
o aprofundamento do conhecimento da distribuicdo de P. cinnamomi nas dreas ocupadas por
Q. suber e Q. rotundifolia. Nesta andlise procurou-se assinalar a presenga de P. cinnamomi em
sobreiros e azinheiras em Portugal e em azinheiras na Andaluzia (Espanha), por ser esta a espécie
de Quercus mais representativa nesta provincia. O segundo objectivo foi acompanhar a progressao
do declinio durante 5 anos, em 12 parcelas de sobreiro distribuidas pelas regides de Tras-os-Montes
e Alto Douro, Alentejo e Algarve, pela avaliacdo da incidéncia e severidade da doenga nas arvores
da parcela. Por dltimo, pretendeu-se relacionar a percentagem de isolamento de P. cinnamomi nas

12 parcelas de estudo com diferentes factores abidticos.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Zonas de estudo

Em Portugal visitou-se um total de 39 locais distribuidos por herdades publicas e privadas. Os
locais de estudo pretendiam abranger zonas com diferentes situagdes topograficas, litoldgicas e de
exposicdo, além de serem representativos da zona quanto a percentagem de arvores mortas e estado

sanitario das arvores afectadas.
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Em Espanha, as zonas de estudo localizaram-se na regido fronteirica com o Algarve na provincia
de Huelva, comarca de Andévalo, onde se visitaram cinco locais distribuidos por duas herdades: El
Cuco e La Pizarra e na provincia de Cérdoba, comarca de Valle de los Pedroches, onde se
visitaram quatro locais em duas herdades: Dehesa Pedroche e La Rozuela.

A Figura 2.1 indica a distribui¢@o das zonas de estudo em Portugal e na Andaluzia Ocidental.

® Povoamentos puros de sobreiro
4 Povoamentos puros de azinheira

* Povoamentos mistos de sobreiro e azinheira

Figura 2.1 - Distribuicdo das zonas de estudo em Portugal e Andaluzia (Espanha).

2.2.2. Avaliacao do estado sanitario das arvores e sintomatologia geral da doenca

Em cada local de estudo seleccionaram-se 3-4 arvores e avaliou-se visualmente o seu grau de
desfoliacdo. Esta avaliacdo consistiu na observacdo das drvores no terreno, registando os sintomas
na parte aérea, folhas e ramos das drvores e na atribui¢do de uma classe de desfoliagdo a cada
arvore. As classes de desfoliagdo utilizadas foram as propostas por Cadahia et al. (1991). As

percentagens de cada classe de desfoliacdo sdo:

- CLASSE 0: desfoliag@o nula (0-10% de desfoliagdo)
- CLASSE 1: desfoliacdo ligeira (11-25%)

- CLASSE 2: desfoliacdo moderada (26-60%)

- CLASSE 3: desfoliacdo acentuada (mais de 60%)

- CLASSE 4: arvore morta
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Além de se registarem os sintomas na parte aérea, observaram-se os sintomas a nivel radicular,
tanto das raizes absorventes (didmetro < 2 mm), como das raizes lenhosas (> 2 mm). Para a
observagd@o dos sintomas nas raizes elegeram-se 3-4 arvores representativas de cada zona, arvores
muito, medianamente e pouco afectadas, segundo a observagdo prévia dos sintomas na parte aérea.
Nestas arvores abriu-se uma cova com cerca de 20-40 cm de profundidade e 50 cm a 1 m de
didmetro, distanciada 1 m da base do tronco, até deixar a descoberto o sistema radicular superficial.
Quando era necessdrio lavavam-se as raizes in situ com dgua corrente para facilitar a sua

observacao.

Em cada local recolheram-se amostras de raiz e solo da rizosfera de 4rvores pertencentes a classe
de desfoliacdo predominante no foco. A recolha das amostras seguiu o procedimento que se

descreve em seguida.

2.2.3. Obtencao de isolamentos

Recolha de amostras no campo

A recolha de amostras de raizes de arvores e de solo da rizosfera realizou-se principalmente nos
meses de Primavera e Outono, por ser nestas épocas do ano que a temperatura e a humidade s@o
mais favoraveis ao desenvolvimento do fungo e permitem uma maior probabilidade de isolamento

(Brasier 1996).

As amostras retiraram-se debaixo da copa distanciadas 1 metro do tronco e nos primeiros 10-30 cm
de solo, onde se encontravam as raizes absorventes. Primeiro removeram-se ervas e pequenos
arbustos existentes a superficie e seguidamente escavou-se o solo com uma enxada até a
profundidade conveniente a observacdo e colheita das raizes. De cada arvore recolheram-se,
sempre que possivel, 4 sub-amostras de raizes e solo da rizosfera, retiradas de quatro pontos
diametralmente opostos dois a dois. As sub-amostras misturaram-se e constituiram uma tunica
amostra. Estas amostras eram formadas por raizes de didmetro inferior a 5 mm, com coloragdo
castanho escura e/ou desprendimento da sua epiderme. Nao se incluiram na amostra raizes secas,
desprovidas de casca ou excessivamente grossas. As raizes foram colocadas em sacos de plastico,
nos quais também se colocou terra procedente da rizosfera (aproximadamente 1 kg). Os sacos

fecharam-se para evitar a perda de humidade, etiquetaram-se com a referéncia do local e arvore

correspondente e transportaram-se para o laboratério em caixas isotérmicas.
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Processamento das amostras em laboratorio e isolamento de fungos associados a destruicdo do
sistema radicular

As amostras foram processadas em laboratério no préprio dia da colheita ou, se isso ndo era
possivel, nos dias imediatamente a seguir. Neste caso, e até ao seu processamento, foram guardadas
no escuro a 5°C. As amostras de cada drvore foram tratadas separadamente. O processamento

destas amostras foi dirigido para o isolamento de Phytophthora spp.

» Isolamento a partir de raizes

As raizes foram seleccionadas, lavadas com cuidado para desprender particulas de solo, colocadas
dentro de uma bolsa de tule devidamente etiquetada e lavadas em agua corrente durante 2-3 horas.
Em condi¢gdes de assepsia, cortaram-se segmentos de raizes, sempre menores que 1 cm de
comprimento que se colocaram em placas de Petri de 9 cm de didmetro com meio selectivo
PARPH a razdo de 6 segmentos por placa e 6 placas por amostra. Este meio € constituido por Corn
Meal Agar (17 g/l), os antibidticos pimaricina (5 ml/l), ampicilina (250 mg/l) e rifampicina
(10 mg/l) e os fungicidas pentacloronitrobenzeno - PCNB (100 mg/l) e himexazol (50 mg/l)
(Jeffers e Martin 1986). Nas amostras analisadas em 2005 utilizou-se meio selectivo NARPH, em
que a pimaricina foi substituida por nistatina (30 mg/l) (Rodriguez et al. 2004).

Todo o processamento realizou-se em ambiente estéril, numa camara de fluxo laminar. As placas
selaram-se com parafilme e incubaram-se no escuro a 22°C. Apds 3-4 dias de incubacdo procedeu-
se a identifica¢do e quantificacdo do nimero de coldnias desenvolvidas a partir dos segmentos de

raiz.

» Isolamento a partir de solo

Para o isolamento a partir de amostras de solo utilizaram-se iscos vegetais: folhas jovens de
sobreiro e segmentos de folhas de eucalipto. Nas primeiras amostragens realizadas, utilizou-se
como isco vegetal folhas jovens de sobreiro (Moreira et al. 1993). Para tal, prepararam-se
suspensdes de solo em dgua desionizada, em placas de Petri, na propor¢do de cerca de 10-15 g de
solo por 20 ml de dgua. Apds agitar a mistura, colocaram-se segmentos de folhas de sobreiro de
forma a flutuarem na superficie da suspensao.

As placas de Petri permaneceram no laboratdrio a temperatura ambiente (20-25°C) e a luz natural
durante dois dias. Ao fim deste tempo, os segmentos de folhas foram removidos com uma pinga,
lavados com dgua estéril, secos com papel absorvente estéril e colocados em placas de Petri com
meio selectivo PARPH.

Por cada amostra prepararam-se duas placas de Petri, com meio selectivo, cada uma com
6 segmentos de folhas de sobreiro. As placas selaram-se com parafilme e incubaram-se no escuro a
22°C durante 3-4 dias, altura em que se procedeu a identificacdo e quantificacdo do nimero de

coldnias crescidas a partir dos iscos.
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Para as amostras de solo recolhidas a partir do ano 2000, passou-se a utilizar como armadilha
vegetal folhas de eucalipto. Trabalhos realizados por R. Hermoso da Universidade de Cérdoba
(comunicagd@o pessoal) demonstraram que com eucalipto se obtinham quantitativamente melhores
resultados no isolamento de P. cinnamomi. Por outro lado, as suspensdes de solo e 4gua
desionizada passaram a realizar-se em copos de 250 ml, onde se colocaram 20 g de solo livre de
particulas grossas com 120 ml de dgua desionizada (relagdo solo:dgua de 1:6) (Hermoso et
al. 2001). Os segmentos de folhas de eucalipto, que se obtiveram eliminando as margens e a
nervura principal, colocaram-se a flutuar na superficie da suspensdo. Estas suspensoes
permaneciam no escuro a 22°C durante quatro dias. O processamento seguinte foi igual ao descrito
para os segmentos de folhas de sobreiro.

Posteriormente, as amostras recolhidas em 2005 foram analisadas dispersando o solo sobre meio
selectivo NARPH (Rodriguez et al. 2004) a razdo de 1 ml de suspensdo de solo por placa de Petri.
Esta suspensdo era constituida por 2,5 g de solo em 50 ml de solucdo dgua-agar 0,2% esterilizada
em autoclave a 1 atm durante 20 min. As placas incubaram-se no escuro a 24°C durante 24 h.
Passado este tempo, foram lavadas em dgua corrente e incubadas nas mesmas condi¢des durante
3 dias, a partir dos quais se procedeu a deteccdo e quantificacdo do niimero de colénias

desenvolvidas.

» Cilculo do teor de humidade do solo

Para o calculo do teor de humidade do solo colocaram-se 10 g de solo livre de particulas grossas,
numa placa de Petri de vidro, numa estufa a 70°C. No dia seguinte, realizaram-se vdrias pesagens
até que o peso se mantivesse constante. A humidade calculou-se como a percentagem de perda de

peso.

Conservacdo dos isolamentos obtidos

As colonias obtidas, tanto a partir de raizes, como do solo, seleccionaram-se em fungdo da sua
morfologia. Aquelas que por observacdo directa ao microscopio das estruturas vegetativas,
apresentaram caracteristicas pertencentes ao género Phytophthora, como sejam, micélio asseptado,
botrioso ou coraloide e dilatagdes das hifas (hyphal swellings) (Erwin e Ribeiro 1996) foram
conservadas. A partir destas colénias procedeu-se a obtencdo de culturas puras em placas com meio
selectivo PARPH (Jeffers e Martin 1986).

A partir de cada uma das culturas puras transferiram-se pequenas quantidades de micélio para
placas de Petri, com meio de extracto de cenoura-agar (CA) (Dhingra e Sinclair 1995). Para a
preparagdo deste meio utilizaram-se 200 g de cenouras descascadas, lavadas, cortadas em pequenos
trocos e congeladas. Depois de descongeladas, foram trituradas com um homogeneizador em

500 ml de dgua da torneira. De seguida filtrou-se a mistura duas vezes com gaze. Perfez-se o
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volume com dgua até 1 litro e adicionaram-se 15 g de agar. Este meio esterilizou-se na autoclave a
115°C (0.7 kp/cm®) durante 10 min e, depois de passar uma noite no escuro a temperatura
ambiente, voltou-se a esterilizar a 115°C durante 15 min. O meio arrefeceu até 45°C, em banho-
maria com temperatura controlada e verteu-se em placas de Petri de 9 cm de diametro.

Depois dos isolamentos crescerem em placas de Petri com meio CA, transferiu-se uma pequena
quantidade de micélio de cada uma das coldnias para tubos de ensaio de polietileno esterilizados,
com tampa incorporada (25x90 mm), contendo meio de cultura CA disposto de forma inclinada. A
superficie inclinada do meio de cultura permitia uma maior area para o crescimento do micélio do
fungo. Os tubos incubaram-se no escuro a 22°C até que o fungo tivesse micélio aéreo. Nesta altura,
os tubos encheram-se com parafina espessa, esterilizada em autoclave a 1 atm durante 20 min e
guardaram-se no escuro a uma temperatura de 4°C.

Estes isolamentos passaram a constituir a colec¢do de culturas utilizadas no presente estudo e
pertencem as colec¢des micoldgicas do Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade do Algarve e
do Departamento de Agronomia da Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos y de

Montes (ETSIAM), Universidade Cérdoba - Espanha.

2.2.4. Progressao do declinio de Quercus suber em Portugal

Parcelas de estudo

As parcelas de estudo foram demarcadas de forma a abrangerem diferentes situacdes litoldgicas e
serem representativas da zona, quanto a percentagem de arvores mortas e estado sanitario das
arvores afectadas. Delimitaram-se 12 parcelas experimentais, localizadas nas principais zonas
subericolas do Pais e distribuidas pelas regides de Tras-os-Montes e Alto Douro, Alentejo e

Algarve (Figura 2.2).

Nas regioes de Tras-os-Montes e Alto Douro e Algarve seleccionaram-se quatro zonas de estudo,
duas por regido. Em cada zona marcaram-se duas parcelas, uma com acentuada exposi¢do sul
(soalheira) e outra com acentuada exposi¢do norte (umbria). Quando as condicdes do terreno
permitiam, as parcelas marcaram-se, uma na continua¢do da outra. Quando isso ndo era possivel,
marcaram-se as parcelas em sitios proximos, de forma que as condi¢des de local ndo variassem
muito. Na regido do Alentejo delimitaram-se quatro parcelas, em diferentes zonas de declive suave.

A Tabela 2.1 indica a localizag¢@o aproximada das parcelas de estudo.
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Figura 2.2 - Distribuicdo das parcelas de estudo em Portugal.

Uma vez eleito o local para estabelecer a parcela, com a ajuda de uma bussola, estendeu-se uma
corda, de forma a tracar uma linha recta desde o topo da encosta até ao vale, ou vice-versa. Em
seguida, estendeu-se outra corda paralela a primeira e distanciada 15 metros desta, de modo a
delimitar uma faixa de terreno ao longo da encosta. Desta forma, as parcelas de estudo eram
constituidas por uma faixa de terreno, com 15 metros de largura e comprimento varidvel,

dependendo do tamanho da encosta.

Tabela 2.1 - Parcelas para o estudo da progressdo do declinio de Quercus suber em Portugal

Parcela Localizacao Concelho Regiao
I-N Barranco do Velho S. Brés de Alportel Algarve
I-S Barranco do Velho S. Brés de Alportel Algarve
II-N Herdade da Parra Silves Algarve
II-S Herdade da Parra Silves Algarve
I Serra do Loureiro Alcécer do Sal Alentejo
v Tanganhal Grandola Alentejo
v Herdade dos Leitdes Ponte de Sor Alentejo
VI Herdade do Salgueiro Ponte de Sor Alentejo
VII-N Vilaverdinho Mirandela Trés-os-Montes e Alto Douro
VII-S Jerusalém do Romeu Mirandela Trés-os-Montes e Alto Douro
VII-N Acoreira Mirandela Trés-os-Montes e Alto Douro
VIII-S Acoreira Mirandela Trés-os-Montes e Alto Douro

54



Capitulo 2: Isolamento de Phytophthora cinnamomi e monitorizagdo da doenga do declinio

Avaliacdo do estado sanitdrio das drvores

Todos os sobreiros existentes nas parcelas de estudo numeraram-se e avaliaram-se anualmente
durante 5 anos. Esta avaliacdo realizou-se segundo a escala 0-4 valores, descrita em 2.2.2. Além da
classe de desfoliag@o registaram-se para cada arvore alguns sintomas e sinais, causados por outros

patogénios ou insectos, nas folhas e tronco.

Recolha de amostras

Em cada uma das parcelas foram colhidas amostras de solo e efectuadas andlises das suas
caracteristicas fisicas e quimicas. A observacdo das caracteristicas morfoldgicas dos perfis de solos
e a recolha de amostras de solo para andlise foram realizadas em trincheiras, espacadas entre 10 a
20 m, ao longo de transectos no sentido do maior declive da parcela. As andlises de solo foram
realizadas pelo Departamento da Pedologia da Universidade de Tris-os-Montes e Alto Douro e
consistiram na determinacdo dos lotes estruturais, teores de azoto, fésforo, potdssio, matéria

organica, pH, capacidade de troca catiénica e condutividade eléctrica.

Além da recolha de amostras de solo para analises pedoldgicas, realizaram-se anualmente, entre
Maio e Julho e em Outubro, colheitas de amostras de raiz e solo da rizosfera de 3-4 arvores em
cada parcela experimental, segundo o descrito em 2.2.3. Estas amostras foram processadas no
sentido de isolar P. cinnamomi e também de se medir a percentagem de humidade do solo.

A primeira recolha de amostras teve lugar em 1999 e elegeram-se drvores de forma a que estas se
encontrassem dispersas por toda a drea da parcela. As amostras foram recolhidas sempre das
mesmas arvores ao longo do periodo de estudo. As arvores escolhidas para a recolha de amostras
apresentavam diferentes graus de severidade de sintomas, tais como maior ou menor intensidade do
amarelecimento das folhas, ou diferentes graus de desfoliacdo. No entanto, evitaram-se arvores

mortas ou severamente afectadas.

Dados meteorologicos

Os valores de temperatura maxima, média e minima mensal e da precipitacdo total mensal desde
Janeiro de 1998 até Julho de 2002, das estagdes meteoroldgicas mais proximas as parcelas de
estudo, foram solicitados ao Instituto de Meteorologia de Portugal. As estacdes meteoroldgicas
foram as de Faro/Aeroporto, para os dados das parcelas I-S e I-N; de Portimao, para as parcelas
II-N e II-S; de Alcacer do Sal, para a parcela III; de Sines/Monte Chaos, para a parcela IV; de
Alvega para as parcelas V e VI; e de Mirandela, para as VII-N, VII-S, VIII-N e VIII-S.
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2.2.5. Analise estatistica

Para correlacionar a percentagem de isolamento de P. cinnamomi de amostras de solo e raiz em
Portugal e na Andaluzia Ocidental, percentagem de humidade do solo e indice de desfoliacdo das
arvores, preparou-se uma matriz de dados no programa "Statistix" (Analytical Software 2000) e

aplicou-se o teste de Pearson com um nivel de significancia de 95% (P=0,05).

Aos valores de desfoliacdo das arvores nas parcelas de estudo aplicou-se uma andlise global de

variancia utilizando o programa Statistix (Analytical Software 2000).

Para correlacionar a severidade do declinio nas parcelas de estudo em Portugal com factores
abidticos preparou-se outra matriz de dados. As varidveis utilizadas foram: percentagem de
amostras (solo e raiz) em que se isolou P. cinnamomi; indice médio de desfoliacdo da parcela;
exposicao; percentagem de humidade do solo; elementos da andlise quimica de solo; precipitag@o
mensal; temperatura média, midxima e minimas mensais. O teste aplicado foi o de correlagdo de

Pearson com um nivel de significancia de 95% (P=0,05).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Prospeccio da doenca

Para o estudo da incidéncia e distribui¢do de P. cinnamomi em Portugal e na Andaluzia Ocidental
foram visitados 39 locais para recolha de amostras de raizes e solo da rizosfera, num total de
58 focos. Na Tabela 2.2 indicam-se a localizagdo e nimero de focos, a data da prospeccdo, a
espécie de Quercus amostrada, o nimero de drvores amostradas, o seu indice de desfoliagdo médio,
a humidade média do solo e a percentagem de isolamento de Phytophthora spp. a partir de solo e

de raiz.

Na regido do Algarve os focos amostrados situaram-se em sobreirais com declive acentuado com
aproveitamento principalmente corticeiro e cinegético. Os focos com azinheiras localizaram-se em
zonas de declive moderado, com aproveitamento cinegético e ganadeiro, principalmente ovino.

Na regido do Alentejo, os focos demarcaram-se em zonas de montado de sobreiro (sobro), de
azinheira (azinho) ou mistos (sobro+azinho), de declive suave, com aproveitamento corticeiro,

ganadeiro (ovino e vacum) e cinegético.
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Em Tras-os-Montes e Alto Douro os focos com sobreiro situaram-se em zonas com declive
acentuado com aproveitamento corticeiro e cinegético. O foco misto de sobreiros e azinheiras
marcou-se numa zona de declive suave, com aproveitamento corticeiro, cinegético e ganadeiro.

Em Huelva e Cérdoba os focos amostrados localizaram-se em zonas de montado de azinho com
aproveitamento principalmente cinegético de caga menor e em menor grau ganadeiro, ovino e
vacum.

Pela analise da Tabela 2.2 pode apreciar-se que em todos os locais amostrados na regido do
Algarve foi isolado o fungo P. cinnamomi a partir de amostras de solo e/ou raiz. O mesmo
aconteceu na Andaluzia Ocidental, em que se conseguiu isolar, quer a partir de amostras de solo,
quer de raiz. No Alentejo, 77,3% dos locais nesta regido estavam infestados e conseguiu-se isolar a
partir de amostras de solo e/ou raiz. Na regido de Tris-os-Montes e Alto Douro ndo foi possivel

isolar este patogénio em nenhum dos locais amostrados.

Com excepcao da regido de Tras-os-Montes e Alto Douro, e do concelho de Moura na regido do
Alentejo, em todos os concelhos/regido amostrados foi isolado P. cinnamomi. A percentagem mais
elevada de isolamentos ocorreu nas dltimas prospeccdes, (ano 2005) em que 81,3% dos locais
amostrados foi isolado P. cinnamomi, ou seja obteve-se pelo menos uma colénia do fungo a partir
de amostras de solo ou de raiz procedentes de um local (ver Tabela 2.2). Assinale-se que as

prospecgdes de 2005 incidiram unicamente na regidao do Alentejo.

Em meio de cultura selectivo PARPH e NARPH, além de P. cinnamomi, isolaram-se
esporadicamente espécies dos géneros Pythium e Rhizoctonia, tolerantes aos antibidticos e
fungicidas utilizados no meio selectivo. As espécies do género Pythium eram as que apareciam
mais frequentemente.

Em 37,1% dos locais amostrados em Portugal, incluindo na regido de Tras-os-Montes e Alto
Douro, foi isolado, com bastante frequéncia a partir de amostras de solo, uma espécie fingica que,
a primeira vista parecia ser uma espécie de Phytophthora, mas que foi posteriormente identificada
como Pythium spiculum (Paul el al. 2006). Somente em 11,4% dos locais foi isolada esta espécie a

partir de amostras de raiz.
Nao se apreciou nenhuma correlacdo significativa entre a percentagem de isolamento de

P. cinnamomi a partir de amostras de solo e de raiz com o indice médio de desfoliac@o das arvores

amostradas nem com a percentagem de humidade no solo (Anexo I).
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2.3.2. Sintomatologia da doenca

O declinio manifestou-se em povoamentos de sobreiro e azinheira, em drvores de todas as idades.
Assim, observou-se tanto em sobreiros ainda com corti¢a virgem, como em sobreiros ja sujeitos a
maior ou menor nimero de tiragens e tanto em arvores recentemente descorticadas como naquelas
prestes a serem sujeitas a extrac¢do da cortica. Nas azinheiras a manifestagdo da doenca foi andloga
mas ao contrario dos sobreiros, as azinheiras ndo sdo perturbadas por extracgdes periddicas da
casca.

As éarvores com declinio apresentavam elevada percentagem de folhas com falta de vigo e/ou
clordticas, muitas vezes de menor tamanho que o normal e morte regressiva da extremidade dos
ramos e rebentos. Com frequéncia ocorre rebentagdo adventicia em ramos aparentemente mortos,
rebentacdo essa, que tem uma existéncia efémera. As exsudagdes no tronco eram também sintomas
caracteristicos do declinio apresentado por estas espécies. A observacdo do sistema radicular das
arvores revelava raizes com uma cor escura desprendendo a sua epiderme muito facilmente. Em
arvores com infec¢do radicular muito severa, observou-se a quase total aus€ncia de raizes
absorventes, que quando existiam, estavam na sua maioria mortas. Em alguns casos, arvores
aparentemente sds, secavam rapidamente, permanecendo as folhas secas aderentes a copa durante
algum tempo (morte stbita). Porém, na maior parte dos casos, a morte das arvores acontecia apos

vdrios anos de progressiva quebra de vigor (morte lenta ou declinio) (Figura 2.3).

As arvores afectadas ddo origem a manchas mais ou menos circulares que vao alastrando e
coalescendo, originando por vezes vastas clareiras no povoamento, apds remog¢do das arvores que
vao morrendo (Figura 2.4). Estas drvores encontram-se tanto em encostas como nas cumeadas,

linhas de 4dgua e junto a caminhos.
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Figura 2.3 - Sintomatologia associada ao declinio do sobreiro e da azinheira: a) sobreiro com
exsudagdes no tronco; b), ¢) morte regressiva de ramos; d) morte subita de sobreiro
jovem; e) morte subita de azinheira adulta.
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Figura 2.4 - Distribuicdo de arvores afectadas: a) foco; b) e ¢) mancha.
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2.3.3. Progressao do declinio de Quercus suber em Portugal

Parcelas de estudo

A Tabela 2.3 indica a drea, o nimero de arvores e a densidade de cada uma das 12 parcelas de

estudo.

Tabela 2.3 - Area, numero de sobreiros e densidade nas parcelas de estudo

Parcela Localizacdo Arga Nuamero de Densidade
(m”) sobreiros (Sobreiros/ha)
I-N Barranco do Velho - Loulé 2175 31 142,5
I-S Barranco do Velho -Loulé 1065 14 131,5
II-N Herdade da Parra - Silves 1200 12 100,0
II-S Herdade da Parra - Silves 1995 24 120,3
111 Serra do Loureiro - Alcédcer do Sal 2595 46 177,3
v Tanganhal - Grandola 3150 24 76,2
A\ Herdade dos Leitoes - Ponte de Sor 4020 33 82,1
VI Herdade do Salgueiro - Ponte de Sor 2400 31 129,2
VII-N Vilaverdinho - Mirandela 975 36 369,2
VII-S Jerusalém do Romeu - Mirandela 1425 30 210,5
VIII-N Acoreira - Mirandela 1650 21 127,3
VIII-S Acoreira - Mirandela 1800 24 133,3
N° TOTAL de sobreiros 326

A Tabela 2.4 indica algumas caracteristicas dos solos das parcelas. Estas situaram-se em diferentes
situacdes litologicas desde sedimentos com materiais grosseiros de diferente granulometria

misturados com material argiloso a diferentes tipos de Xisto e granitos.

Tabela 2.4 - Caracteristicas topogréficas, fisicas e quimicas dos solos das parcelas de estudo

Matéria| N 1)2()5 K20 Soma de| Acidez
Parcelal]  Localizacio Orientacdo| Areia| Limo|Argila organicaTotal |(mg/Kg)|[(mg/Kg)| pH | bases de | de Litologia
(%) (%) (%) (%) (%) troca troca
cmol/Kg)|(cmol/Kg)
I-N |Barranco do Velho Norte 345|375 279 | 448 0,151 1 135 |53 | 3,75 1,17  |Xistos
I-S |Barranco do Velho Sul 422|356 | 23,1 328 (0,114 9 86 50| 2,08 1,94 | Xistos
II-N [Herdade da Parra Norte 22,5140,6| 31,0 | 3,77 [0,172] 17 147 |52 3,24 2,56 | Xistos
II-S |Herdade da Parra Sul 32,1153,5]|238 | 2,82 0,146 7 210 |63 | 7,26 0,47 | Xistos
IIT  |Serra do Loureiro Plano 655|119 144 1,87 0,063 8 60 |48 3,65 1,08 [Sedimentos
IV |Tanganhal Plano 3591288 | 142 | 286 (0,164 8 167 46| 4,64 0,82 |Xistos
V  |Herdade dos Leitdes Plano 80| 1,3 0,8 0,2 * 5 57 |49 * 0,66 |Sedimentos
VI |Herdade do Salgueiro| Plano 84| 08 0,8 0,1 * 6 69 |49 * 0,55 |Sedimentos
VII-N |Vilaverdinho Norte 89,7| 80| 63 | 227 [0,208] 85 45 |54 1,53 0,61 |Granitos
VII-S |Jerusalém do Romeu | Sul 7821 122| 8,2 2,85 (0,190 52 74 15,1 2,40 0,84 |Granitos
VIII-N |A¢oreira Norte 73,71 17,1 9,2 2,74 10,220 9 119 |56 4,85 0,86 | Xistos
VIII-S [Acoreira Sul 73,0 | 16,8 | 10,0 | 3,22 (0,220 13 92 58| 9,14 0,36 | Xistos

* Valores nao disponiveis.
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Avaliacdo do estado sanitdrio das drvores

As classes de desfoliacdo de cada sobreiro em cada uma das parcelas de estudo desde 1998 até
2002 indicam-se no Anexo II: Tabela AIl.1. Estes dados resumem-se na Tabela 2.5 e Figura 2.5.
Esta Tabela indica o indice de desfoliacdo médio (ID) das arvores em cada parcela ao longo dos
5 anos de avaliagdo. Este indice € a média ponderada do nimero de drvores existentes em cada

classe de desfoliacdo, em cada parcela.

Tabela 2.5 - Indice de desfoliacio médio dos sobreiros nas parcelas de estudo

. indice de desfoliacio médio (ID) *
Parcela Regiao
1998 1999 2000 2001 2002

I-N Algarve 1,9 2,1 2,2 2,5 2,4
I-S Algarve 2,1 2,2 2,4 2,6 2,5
II-N Algarve L5 1,8 2,2 2,6 2,9
II-S Algarve 0,5 0,9 1,3 1,8 2,2
III Alentejo 1,2 1,8 2,2 2,7 3,0
v Alentejo 1,5 1,9 2,0 2.2 2,3
\% Alentejo 1,1 2.2 2,5 2,8 2,8
VI Alentejo 1,6 2,0 2,4 2,7 2,7
VII-N Tras-os-Montes e Alto Douro” - 1,8 2,0 2,2 2,2
VII-S Tras-os-Montes e Alto Douro 1,6 1,5 1,9 2,0 2,0
VIII-N Tras-os-Montes e Alto Douro 1,4 2,0 2,0 2,3 2,3
VIII-S Tras-os-Montes e Alto Douro 1,3 1,8 1,9 2,3 2,3

*ID = (n° sobreiros classe 0 x 0 + n° sobreiros classe 1 x 1 + n° sobreiros classe 2 x 2 + n° sobreiros classe 3 x 3 + n° sobreiros classe 4
x 4) / n° total de sobreiros da parcela; ® A parcela marcada foi afectada por um incéndio em 1998. Em 1999 marcou-se nova parcela.

Incidéncia e severidade do declinio

No inicio do estudo em 1998, a incidéncia do declinio em metade das parcelas ja era de 100%,
dado que todas as arvores apresentavam pelo menos desfoliacdo ligeira (classe 1). Com excepgdo
da parcela II-S situada na Herdade da Parra, Silves, as restantes parcelas apresentavam uma
incidéncia do declinio superior a 80%. (Figura 2.5). No final deste estudo a incidéncia do declinio

era de 100% em todas as parcelas.
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Figura 2.5 - Percentagem de arvores em cada uma das classes de desfoliagdo ao longo de cinco avaliagdes
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A andlise de variancia da classe de desfoliagdo de todas as arvores, nos 5 anos de estudo, mostrou
diferencas significativas entre as diferentes avaliacdes (diferentes anos), verificando-se que desde a
primeira avaliacdo as drvores experimentaram sempre um aumento significativo do grau de
desfoliacdo (Anexo II: 1.; 1.1.). Embora em 2002 a classe de desfoliagdo média tivesse aumentado,
este aumento ndo foi significativo em relacdo a avaliacdo anterior (ano 2001). No dltimo ano de
avaliaces, verifica-se que o ID diminuiu ligeiramente nas parcelas I-N e I-S e permaneceu sem
alteracdo, em relagdo ao ano anterior, em duas parcelas do Alentejo (V e VI) e nas quatro parcelas
de Tras-os-Montes e Alto Douro (Tabela 2.5). De facto, observou-se uma alta correlacio (80,9%)
entre as classes de desfoliagdo no ano 2001 e 2002. No entanto, entre a primeira avaliacdo (ano
1998) e a ultima avaliagdo (ano 2002) a correlagdo foi somente de 14,6% (Anexo II: 2.), o que
significa que os indices de desfoliagio médios foram bastante diferentes e que em geral o ID

aumentou ao longo do periodo de estudo.

No primeiro ano de estudo ndo foram detectadas drvores mortas em nenhuma das parcelas. No
entanto, passados 5 anos, 12,9% de todas as arvores analisadas tinham morrido, ou seja
apresentavam classe de desfoliacdo 4. Esta percentagem foi especialmente alta na Parcela III,
localizada na Serra do Loureiro, Alcacer do Sal, onde 41,3% das arvores inicialmente avaliadas
morreram durante o periodo de estudo (Figura 2.5). Nas parcelas da regido de Tras-os-Montes e
Alto Douro néo se detectou nenhuma arvore morta durante o mesmo periodo (Figura 2.5; Anexo II:

Tabela AIL1.).

A andlise global de varidncia do indice de desfoliacio médio das parcelas mostrou diferencas
significativas entre diferentes anos de avaliacdo e exposi¢cdo (Anexo II: 3.). Assim, a comparacio
de médias mostrou que o indice de desfoliagdo foi mais elevado nos 2 tltimos anos de estudo, ndo
havendo diferencas significativas entre 2001 e 2002, embora no ultimo ano o indice de desfoliacao
fosse ligeiramente mais alto (Anexo II: 3.1.). Também se verificou que as parcelas em zonas planas
e de exposicdo a norte foram aquelas onde ocorreram os indices de desfoliacdo mais elevados,
sendo as parcelas com exposi¢do a sul as que apresentaram os indices de desfoliacio médios

significativamente mais baixos (Anexo II: 3.2.).

Os sintomas observados, relacionados com a parte aérea das arvores foram a desfoliagdo de ramos,
falta de vico, morte regressiva de ramos e morte completa da arvore. Ndo se observaram feridas ou
outro tipo de danos no tronco e ramos. Deu-se especial aten¢@o a detec¢do de sintomas ou sinais de
agentes bioldgicos descritos como associados ao declinio de Quercus (Torres-Juan 1985; Muioz e
Rupérez 1987; Soria et al. 1997; Sanchez et al. 2000a, 2000b, 2000c, 2003b, 2003c). Em nenhum
caso foram detectados danos produzidos por insectos perfuradores, inclusivé em arvores decrépitas

ou mortas. Nomeadamente nio se observaram ataques de carvao do entrecasco causado pelo fungo
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Biscogniauxia mediterranea (sinénimo: Hypoxylon mediterraneum), nem de nenhum outro agente
causador de cancros ou podridao de madeira.

A observagado do sistema radicular de algumas 4rvores revelou uma escassez de raizes absorventes
(< 1 mm) e as que ainda permaneciam unidas as raizes mais grossas, apresentavam necroses sendo

que a maior parte delas ja estavam mortas.

Isolamento de Phytophthora cinnamomi
A partir de amostras de raiz e solo obtiveram-se isolamentos em meio de cultura PARPH. A
Tabela 2.6 indica a percentagem de colénias de P. cinnamomi originadas a partir das amostras

colhidas em cada uma das parcelas.

Como se pode observar, nas parcelas situadas no Algarve (I-N, I-S, II-N, II-S) e no Alentejo (III,
IV, V, VI) foi possivel isolar P. cinnamomi a partir de amostras de solo e/ou raiz. No entanto, nas
parcelas situadas na regido de Tras-os-Montes e Alto Douro (VII-N, VII-S, VIII-S, VIII-N) ndo se
conseguiu isolar quaisquer espécies de Phytophthora a partir das amostras de solo e raiz recolhidas
em nenhuma das prospeccdes realizadas. No entanto, nestas parcelas foi isolado com bastante
frequéncia a espécie Pythium spiculum.

O ndmero de isolamentos de P. cinnamomi a partir de amostras de raiz foi superior ao obtido a
partir de amostras de solo, contudo, o niimero de coldnias por placa obtidas a partir de solo foi mais

elevado (Tabela 2.6).
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Tabela 2.6 - Indice de desfoliagio média, teor de humidade média do solo e percentagens de
isolamentos de Phytophthora cinnamomi obtidas nas parcelas de estudo

Indice de Teor de Isolamentos de
Data Parcela desfoliacio médio humidade média Phytophthora cinnamomi (%) ©
(ID) * do SOlbo Solo Raiz
(%)
I-N 2.8 7.8 21,9 0.7
IS 2,0 6.7 333 28
II-N 2,0 50 333 09
Julho 1999 I-S 15 6.0 500 o
111 2.8 23 d o
v 1.8 1,4 d 0
M 20 10 ) 25
VI 2.5 1,0 d 25
LN 2.8 12,1 0 0
111 2,3 d 25,0 0
v 2,0 ¢ 25,0 0
v 2.8 ¢ 35,0 47
Junho 2000 VI 2.4 d 200 17
VII-N 2.5 d 0 0
VII-S 2.7 a 0 o
VIII-N 23 a 0 0
VIII-S 2.0 a 0 0
111 2.3 13 0 07
v 2,5 6.0 16,7 0.7
Julho 2001 Y 2.8 35 21 o
VI 24 1.8 26,4 0
N 3,0 20,0 0 0
-5 2.7 16,7 0 0
1I-N 2,3 21,0 0 0
1I-S 1,6 14,3 0 0,6
Outubro 2001 VILN 2o a 0 s
VII-S 2,0 57 0 0
VII-N 2,5 11,8 0 0
VIIL-S 2,5 10,0 0 0
I-N 2.5 7.0 0 07
I-S 2,7 5,7 0 0
II-N 2.7 53 0 46
II-S 2.3 48 0 07
111 2.3 25 0 07
Julho 2002 v 2,5 5.8 0 0
v 3,0 3,0 0 0
VI 2,3 3.8 0 0
VII-N 2.3 38 0 0
VII-S 23 3.7 0 0
VIII-N 2,3 5,0 0 0
VIII-S 2,3 438 0 0

“Indice de desfoliagio médio das drvores amostradas em cada parcela. ID é a média ponderada do nimero de arvores existentes em cada
classe de desfoliagio; ® Percentagem de perda de peso depois de secar em estufa a 70°C até peso constante; © Percentagem expressa pelo
nimero de segmentos de raiz ou de folhas de sobreiro e/ou eucalipto que originaram uma coldnia sobre o niimero total de segmentos de
raiz ou de folhas de sobreiro e/ou eucalipto colocados em meio de cultura selectivo PARPH; 4Valor néo calculado.

Dados meteorologicos
Com os dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia elaboraram-se os graficos da
Figura 2.6 onde se mostra a flutuagio da precipitagdo e da temperatura maxima e minima em cada

uma das estagdes meteoroldgicas consultadas.
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Nos gréficos da Figura 2.6 pode observar-se que a estagdo meteoroldgica de Sines foi a que
registou maior quantidade de precipitagdo total, sendo 1998 o ano em que esta quantidade foi
menor. A estacdo meteoroldgica de Alverca registou a menor quantidade de precipitacdo no
periodo de 2000-2002. Em Mirandela o Inverno de 2000/2001 foi o mais chuvoso, sendo o ano de
2002 onde se registou menor quantidade de precipitacdo nos primeiros meses. Em Faro a
quantidade de precipitacdo foi sempre aumentando desde 1998. As estacdes meteoroldgicas de
Mirandela e Alverca registaram as temperaturas minimas mais baixas, alcancando valores abaixo
dos 0°C no Inverno de 1998/99 e de 1999/2000.

Nestes graficos também se indicam as épocas em que se realizaram colheitas de amostras de solo e

raizes para isolamento de P. cinnamomi, bem como se o resultado foi positivo ou negativo.

Correlacdo entre severidade do declinio nas parcelas de estudo em Portugal e factores abioticos

A matriz de correlagdo entre a percentagem de amostras (solo e raiz) em que se isolou
P. cinnamomi, indice médio de desfoliagdo da parcela, exposicdo, percentagem de humidade do
solo, elementos da andlise quimica de solo, precipitacdo mensal, temperatura média, maxima e
minima mensais, apresentam-se no Anexo II: Tabela AIL.2. Nao se verificou nenhuma correlagio
significativa entre a percentagem de isolamento de P. cinnamomi a partir de amostras de raiz ou de
solo da rizosfera e nenhum dos parametros de solo medidos (teor de humidade do solo,
percentagem de areia, limo e argila, matéria orgénica, azoto total, fésforo, potéssio, pH, soma de
bases de troca, acidez de troca), varidveis meteoroldgicas (temperatura minima, média, maxima e
precipitacdo mensal) nem com a litologia, exposi¢do da parcela, nem tdo pouco com o indice de

desfoliacdo médio dos sobreiros.

2.4. DISCUSSAO

Nas prospeccdes realizadas para o estudo da incidéncia e distribuicdo da doenca do declinio de
sobreiros e azinheiras em Portugal e na Andaluzia Ocidental, em mais de 79% dos focos de
declinio foi possivel isolar P. cinnamomi. Todos os nove focos amostrados na Andaluzia Ocidental
estavam infestados. Este resultado € superior ao encontrado por Sanchez et al. (2003b) na
Andaluzia e por Torres-Alvares el al. (2006) na Estremadura espanhola. Percentagens menores
foram encontradas por J. Sanchez da Universidade de Coérdoba (comunicagdo pessoal) em
prospecgdes de P. cinnamomi realizadas entre 2001 e 2002 em castanheiros na zona de Huelva.

Em relacdo ao resultado da prospeccdo de P. cinnamomi, tendo em atengdo somente a amostragem

em Portugal, verificou-se que mais de 75% dos locais estavam infestados com este patogénio. Num
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total de dezanove concelhos distribuidos de norte a sul do pais somente em dois concelhos (Moura
e Mirandela) ndo foi possivel isolar P. cinnamomi. Este resultado é mais elevado que o encontrado
por Moreira-Marcelino (2001), Moreira (2003) e Moreira e Martins (2005). Tal como no trabalho
realizado por estes autores, neste estudo, o Algarve foi também a regido portuguesa mais afectada,
s6 ndo sendo possivel isolar P. cinnamomi de um foco de amostragem, num total de 20 amostrados.
Em 2005 foi quando se obtiveram com mais frequéncia, maiores percentagens de isolamento de
P. cinnamomi. Isto parece indicar que o meio de cultura NARPH que se utilizou para a andlise
destas amostras, em conjunto com o aperfeicoamento da técnica de isolamento de P. cinnamomi,
que ao longo do tempo de estudo foi acontecendo, foi possivel melhorar quantitativamente o
isolamento deste patogénio.

Ao contrario do que aconteceu com o estudo de Moreira-Marcelino (2001), Moreira e Martins
(2005) e Sanchez et al. (2003b), foram mais as vezes em que se conseguiu isolar P. cinnamomi a
partir de amostras de raizes (80%) do que do solo da rizosfera (68,9%). Em 48,9% das amostras foi
possivel isolar P. cinnamomi simultaneamente de raiz e de solo. Isto pode ser explicado porque
quando se conseguia isolar P. cinnamomi de raiz e, numa primeira tentativa ndo se conseguia do
solo adjacente a essas raizes, ja ndo se faziam novas tentativas de isolar o patogénio desse solo,
pois essa amostra ja era positiva. Pelo contrério, se das raizes de uma amostra ndo se obtinham
isolamentos, entdo realizavam-se mais tentativas para isolar o patogénio do solo dessa amostra.
Contudo, desde que se comecou a utilizar o meio selectivo NARPH, o isolamento de P. cinnamomi
foi mais frequente a partir de amostras de solo. Assinale-se ainda que neste estudo, obtiveram-se
em geral, percentagens mais elevadas de isolamento de P. cinnamomi de amostras de solo do que

as obtidas por outros autores (Shearer e Tippet 1989; Davison e Tay 2005).

Apesar de se utilizar meio selectivo especifico para isolar P. cinnamomi em que a maior parte das
espécies de Pythium ndo cresce, foi possivel ainda assim, isolar espécies do género Pythium em
muitas das amostras. Uma dessas espécies, Py. spiculum nunca tinha sido descrita (Paul et
al. 2006). Contudo, recentemente foi provada a sua patogenicidade em plantas de Q. rotundifolia
(Romero et al. 2007). Esta espécie de Pythium foi isolada muitas vezes, principalmente a partir de
amostras de solo procedentes da regido de Trds-os-Montes e Alto Douro, embora também tenha
aparecido noutras regides de Portugal (dados ndo mostrados). Da regido de Tras-os-Montes e Alto
Douro nunca foi possivel isolar P. cinnamomi, embora Moreira-Marcelino (2001) o tenha
conseguido de amostras procedentes de azinheiras. Isto pode ter sido devido ao facto das amostras
recolhidas nesta regido passarem mais tempo armazenadas antes de serem processadas, o que pode
ter provocado a perda de humidade das raizes ou a sua colonizacdo por outros microrganismos
mais competitivos, provocando a morte de Phytophthora. Além disso, estas amostras foram
analisadas em 2000 e 2001, quando ainda ndo se utilizava o meio de cultura NARPH que permite

melhorar quantitativamente o isolamento de P. cinnamomi.
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Embora ainda ndo tenha sido realizado um estudo completo das temperaturas cardinais de
crescimento de Py. spiculum (Paul et al. 2006), pode ser que esta espécie seja favorecida pelas
temperaturas minimas mais baixas na regido (menores que 5°C), crescendo mais rapidamente e

disputando com P. cinnamomi a colonizacdo dos tecidos das raizes de Quercus.

A sintomatologia da parte aérea apresentada pelas arvores afectadas por declinio nio é especifica.
As arvores exibem sintomas parecidos aos provocados pela falta de d4gua e nutrientes, originados
pela incapacidade das raizes infectadas absorverem agua e nutrientes. A sintomatologia aérea é por
isso de pouca utilidade para fazer o diagnéstico da doenga, sendo necessario o isolamento do
patogénio a partir das raizes para confirmar a doenca (Moreira et al. 1993; Brasier et al. 1996;
Sanchez et al. 2002b). Apesar de se ter tomado especial atengdo no reconhecimento de sinais e
sintomas associados a outros agentes implicados no declinio de sobreiros e azinheiras, durante as
prospeccdes em Portugal somente se observaram alguns sobreiros atacados pelo insecto Dryomyia
lichtensteini mas sempre em 4arvores situadas fora do foco de declinio. Na Andaluzia Ocidental,
somente na primeira prospec¢do realizada na zona de Huelva, se observaram ligeiros sintomas de
“olho de pavdo da azinheira” originado pelo fungo Spilocaea quercus-ilicis (Muiloz e Rupérez
1987), em azinheiras nao afectadas com declinio. Estas arvores também se localizavam fora do
foco de declinio e ndo foram seleccionadas para amostragem. Este fungo nunca foi referido como

associado ao declinio de Quercus e ndo chegou a produzir a queda das folhas das 4rvores.

Além do isolamento de P. cinnamomi a partir de raizes de sobreiros e azinheiras em zonas
afectadas por declinio, este patogénio também tem sido isolado de raizes de plantas arbustivas e
herbaceas que manifestam os sintomas da doenca e que se encontram associadas aos povoamentos
de Quercus (Moreira-Marcelino 2001; Moreira e Martins 2005). Em algumas prospeccdes
realizadas neste estudo na zona do Algarve, logrou-se isolar P. cinnamomi em espécies de Cistus

(dados ndo publicados), o que vem corroborar os resultados daqueles autores.

Relativamente ao estudo da progressdo do declinio de Q. suber em Portugal, ndo tendo sido
possivel definir previamente manchas de declinio nos povoamentos visitados para a monitoriza¢do
da variacdo da 4drea afectada, devido a elevada incidéncia da doenga, optou-se por avaliar
anualmente a incidéncia e severidade da doenca em parcelas previamente marcadas. Apesar de se
partir de diferentes situacdes quanto a incidéncia e severidade dos sintomas associados ao declinio
(desfoliagdo das 4arvores), a evolucdo da doenca foi bastante similar. Ao longo dos 5 anos de
estudo, o estado geral dos sobreiros avaliados foi sempre deteriorando-se. Este agravamento
manifestou-se, quer no aparecimento de sintomas nas 4rvores, que no inicio ndo os apresentavam
ou eram ligeiros, quer no agravamento dos sintomas em arvores muito afectadas, que muitas vezes

morreram. Nota-se no entanto, uma ligeira quebra desta tendéncia no ultimo ano de avaliacdo. No
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entanto, para este facto podem ser apontadas algumas explicacdes. Assim, para as parcelas situadas
no Barranco do Velho, Loulé (I-N e I-S), todas as avaliagdes foram realizadas no inicio do Verdo
(Junho ou Julho), com excepc¢do da avaliacdo do ano 2001 que foi realizada em Outubro, depois
das arvores terem passado um periodo de vérios meses de seca. Quando a ultima avaliagdo se
realizou, em Julho de 2002, o aspecto geral das drvores ndo era tdo grave como o apresentado
anteriormente, uma vez que depois de uma Primavera chuvosa houve uma ligeira recuperagdo do
aspecto aéreo do arvoredo.

Nas parcelas situadas na zona de Ponte de Sor (V e VI) a época de avaliacdo decorreu sempre no
Verdo e o aspecto geral das arvores em 2002 foi semelhante ao que apresentavam em 2001. Isto
pode dever-se as obras de drenagem que entretanto se realizaram nestas parcelas, pois estes solos
permitiam uma acumulacdo de agua por periodos prolongados, o que favorece a infeccdo por
P. cinnamomi (Shearer e Tippett 1989).

Os indices de desfoliagdo médios dos sobreiros das parcelas localizadas no concelho de Mirandela
(VII-N, VII-S, VIII-N, VIII-S) também se mantiveram sem alteragdes nas duas ultimas avaliacdes.
Neste caso, a época de avaliacGes foi igual a efectuada nas parcelas de Loulé e a manutencdo do
estado geral das arvores nas parcelas de Mirandela e ndo uma melhoria, como ocorreu em Loulé,
podera ter sido devido a menor quantidade de dgua disponivel, uma vez que a quantidade de chuva
que se registou no concelho de Mirandela, no periodo que decorreu entre as duas ultimas

avaliagdes, foi bastante menor da que ocorreu no mesmo periodo em Loulé.

No final de 5 anos de avaliagdes a grande maioria dos sobreiros (mais de 92%) apresentaram-se
com desfoliacdo moderada sendo considerados claramente danificados segundo a classificagdo de
Cadahia et al. (1991). De facto, em todas as parcelas, os indices de desfoliagdo médios sdo iguais
ou superiores a 2, apresentando os sobreiros da parcela situada na zona de Alcicer do Sal,
desfoliacdo média superior a 60% (ID=3). Estes valores sdo similares aos valores de indice de
desfoliacdo médio de sobreiros e azinheiras encontrados por Sanchez et al. (2003b) em Andaluzia,
mas bastante superiores aos observados por Caetano (1994) e Correia (1994) em sobreiros no

concelho de S. Brés de Alportel.

Em todas as parcelas delimitadas a sintomatologia das raizes das arvores amostradas indicou
problemas a nivel radicular, tendo sido possivel isolar P. cinnamomi em oito das 12 parcelas de
estudo.

Neste estudo ndo se verificou nenhuma correlagdo entre frequéncia de isolamento de P. cinnamomi,
com varidveis meteoroldgicas e pardmetros de solo. Nas parcelas da zona de Trds-os-Montes em
que ndo se isolou P. cinnamomi também ndo se observou nenhuma correlacdo entre a classe de
desfoliacdo das arvores e os parametros de solo (Martins et al. in press). Igualmente, no estudo

realizado por Moreira-Marcelino (2001) e Moreira e Martins (2005) ndo foi encontrada nenhuma
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associacdo entre a distribuicdo de P. cinnamomi e textura do solo. No entanto, verificou-se que o
isolamento de P. cinnamomi era significativamente mais frequente em solos com pH > 5,1 e em
encostas voltadas ao sul (soalheira), indicando que nestas encostas as drvores estdo mais afectadas
pela doenga do declinio. Navarro et al. (2000) também verificaram que a maior parte dos focos de
declinio de espécies de Quercus na Andaluzia se encontravam nas zonas de soalheira. No presente
estudo, os sobreiros com indice de desfoliagio médio mais elevado localizaram-se nas zonas
planas, ou seja, na zona do Alentejo e nas encostas voltadas ao norte (umbria). Esta aparente
contradi¢@o, em relagdo aos autores citados, poderd dever-se a que Moreira-Marcelino (2001),
Moreira (2003) e Moreira e Martins (2005) no seu estudo somente avaliaram quatro arvores por
encosta, em zonas, que a partida pareciam afectadas por declinio causado por P. cinnamomi e
posteriormente se confirmou. No caso de Navarro et al. (2000) a avaliagdo do declinio foi realizada
de uma forma geral, incluindo no mesmo foco arvores afectadas por varias causas (seca, patogénios
de solo, foliares, pragas, ...) nunca se procedendo a andlise das raizes das arvores e do solo da
rizosfera. Pelo contrario, neste estudo foram avaliadas varias arvores numa encosta (todas incluidas
numa faixa de terreno previamente definida), e em zonas que, tal como Moreira-Marcelino (2001),
Moreira (2003) e Moreira e Martins (2005), pareciam a partida, afectadas por declinio causado por
P. cinnamomi. Mais tarde, confirmou-se a infestacdo desses solos e a infec¢do das raizes das
arvores por este patogénio, na maior parte dos focos estudados. Sendo assim, nas encostas norte
(umbria), o aspecto da vegetacdo é geralmente mais exuberante, devido principalmente ao ambiente
mais fresco. No entanto, este aspecto deve-se em geral mais a parte arbustiva que a arbdérea. No
estudo realizado por Caetano (1994) verificou-se uma relacdo significativa entre a classe de
desfoliacdo apresentada pelos sobreiros e o grau de cobertura do solo, indicando que indices de
desfoliacdo média mais elevados correspondiam a graus de cobertura de solo maiores. Nas encostas
sul (soalheira) devido ao ambiente mais quente, as arvores podem, naturalmente, apresentar um
aspecto menos vigoso que o apresentado na encosta norte. Por outro lado, se nas encostas norte ha
disponibilidade de dgua durante mais tempo, isto favorece a infeccdo por P. cinnamomi (Shearer e
Tippett 1989). Wilson et al. (2000) observaram que na Austrdlia a maior percentagem de locais
afectados por P. cinnamomi situam-se em zonas baixas e em encostas com orientacdo de norte a
oeste. Estes dados parecem sugerir que a infec¢do por este patogénio nio tem relagdo com a

orientacdo da encosta.

Embora alguns trabalhos sugiram que o isolamento de P. cinnamomi é mais frequente em meses
mais chuvosos (Anénimo 1994), a quantidade de precipitacdo ndo influenciou a frequéncia de
isolamento e, tal como Sanchez et al. (2003b), conseguiu-se isolar P. cinnamomi tanto em meses
com mais precipitacdo, como em meses mais secos, comprovando o que sugerem estes autores em
relacdo a acumulacdo de dgua no solo durante longos periodos ser o factor que mais influi no

isolamento do patogénio.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FISIOLOGICA DE ISOLAMENTOS DE

PHYTOPHTHORA SPP. ASSOCIADOS AO DECLINIO DE QUERCUS SUBER E (). ROTUNDIFOLIA

3.1. INTRODUCAO

Durante as udltimas décadas, tem-se observado um progressivo agravamento do estado sanitério
geral de sobreiros e azinheiras no sudoeste de Espanha e Sul de Portugal, afectando as drvores
independentemente da sua idade. Este declinio dos Quercus na Peninsula Ibérica é causado por um
numero varidvel de factores bidticos e abidticos que vao produzindo uma deterioragcdo gradual nas
arvores até a sua morte (Brasier 1993; Brasier et al. 1993a; 1993b; Cobos et al. 1993; Brasier 1996;
Tuset et al. 1996; Navarro e Fernandez 2000; Sanchez et al. 2000a, 2000c, 2003b; Moreira-
Marcelino 2001; Moreira 2003; Moreira e Martins 2005). Entre os principais factores bidticos
implicados no declinio de Q. suber e Q. rotundifolia na Peninsula Ibérica, destaca-se o patogénio

de solo P. cinnamomi que provoca a destrui¢do do sistema radicular das arvores.

Desde 1995 foram realizadas diversas prospec¢des de P. cinnamomi em zonas afectadas por
declinio de sobreiros e azinheiras em Portugal e em Espanha. O objectivo deste estudo foi
caracterizar a morfologia e o crescimento de 42 isolamentos obtidos em prospecgdes realizadas
entre 1995 e 2000 em diferentes zonas de sobreiro e azinheira em Portugal (Algarve e Alentejo) e

Espanha (Huelva e Cédis).

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Isolamentos utilizados

Os isolamentos de Phytophthora spp. utilizados pertencem as colec¢des micoldgicas referidas no
Capitulo 2. A recolha de amostras processou-se de acordo com o descrito em 2.2.3.

Estudaram-se 24 isolamentos procedentes de sobreiro (a partir de agora denominados isolamentos

PA) e 18 procedentes de azinheira (adiante denominados isolamentos PE).
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Para cada isolamento atribuiu-se um nimero de ordem e indicou-se o hospedeiro, a sua origem, o

local de proveniéncia e a data em que foi isolado (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Isolamentos de Phytophthora spp. utilizados na caracterizagdo morfoldgica

Codigo Arvore Origem Concelho / Provincia Pais Data
PA, Sobreiro Raiz S. Bréas de Alportel Portugal Out. 1995
PA; Sobreiro Solo Loulé Portugal Maio 1995
PAg Sobreiro Solo Lagos Portugal Nov. 1995
PA, Sobreiro Raiz Lagos Portugal Maio 1995
PAg Sobreiro Raiz Grandola Portugal Jun. 1995
PA,, Sobreiro Solo Sines Portugal Jun. 1995
PA,, Sobreiro Raiz Sines Portugal Jun. 1995
PA; Sobreiro Solo S. Brés de Alportel Portugal Jun. 1995
PA,, Sobreiro Raiz S. Brés de Alportel Portugal Jun. 1995
PAy Sobreiro Solo S. Brés de Alportel Portugal Jun. 1995
PAy Sobreiro Solo S. Brés de Alportel Portugal Nov. 1995
PA,; Sobreiro Raiz S. Brés de Alportel Portugal Nov. 1995
PA,; Sobreiro Solo Cadis Espanha Maio 2000
PA5, Sobreiro Solo Cadis Espanha Jun. 2000
PA;, Sobreiro Solo Cadis Espanha Dez. 2000
PAs, Sobreiro Solo Cadis Espanha Dez. 2000
PAs; Sobreiro Solo Cadis Espanha Dez. 2000
PA;;s Sobreiro Solo Cadis Espanha Dez. 2000
PAs; Sobreiro Raiz Cadis Espanha Dez. 2000
PA4 Sobreiro Raiz Ponte de Sor Portugal Jul. 2000
PA,; Sobreiro Solo Ponte de Sor Portugal Jul. 2000
PA4, Sobreiro Raiz Ponte de Sor Portugal Jul. 2000
PA4; Sobreiro Solo Alcacer do Sal Portugal Jul. 2000
PA4, Sobreiro Solo Grandola Portugal Jul. 2000
PE; Azinheira Raiz Huelva Espanha Jan. 1998
PE,o Azinheira Solo Huelva Espanha Jan. 1998
PE; Azinheira Solo Huelva Espanha Jan. 1998
PE,, Azinheira Solo Huelva Espanha Jan. 1998
PE;; Azinheira Solo Huelva Espanha Jan. 1998
PE¢ Azinheira Raiz Huelva Espanha Jan. 1998
PEs, Azinheira Solo Huelva Espanha Jan. 1998
PEs, Azinheira Raiz Huelva Espanha Mar. 1998
PEs; Azinheira Solo Huelva Espanha Mar. 1998
PEs¢ Azinheira Solo Huelva Espanha Mar. 1998
PEsg Azinheira Raiz Huelva Espanha Jul. 1998
PEsy Azinheira Solo Huelva Espanha Jul. 1998
PEq, Azinheira Solo Huelva Espanha Jul. 1998
PEg, Azinheira Solo Huelva Espanha Jul. 1998
PEs, Azinheira Solo Huelva Espanha Jul. 1998
PEy;s Azinheira Raiz S. Brés de Alportel Portugal Jun. 2000
PEq Azinheira Solo S. Brés de Alportel Portugal Jun. 2000
PEy, Azinheira Raiz Cachopo Portugal Nov. 2000

A caracterizacdo morfolégica e fisioldgica destes isolamentos realizou-se com base nas
caracteristicas macroscopicas das suas colénias e na caracterizagdo microscépica das suas

estruturas vegetativas e reprodutivas sexuadas e assexuadas.
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3.2.2. Morfologia das coldonias

A morfologia das coldnias foi estudada em meio de cultura de referéncia Corn Meal Agar (CMA).
O meio de cultura de extracto de cenoura-agar (CA) (Dhingra e Sinclar 1995) também foi utilizado
para a caracterizacdo das colénias, dado que na bibliografia utilizada na identificacdo de espécies
de Phytophthora, ha referéncia a morfologia das coldnias neste meio de cultura (Brasier e Griffin
1979; Erwin e Ribeiro 1996). Para tal transferiram-se discos de agar da margem das colénias em

crescimento activo, para o centro de placas de Petri de 9 cm de didmetro com meio CMA e CA.

Para a obteng¢do de coldnias em crescimento activo retiraram-se, com uma ansa esterilizada a
chama, pequenas por¢oes de micélio de cada um dos isolamentos conservados no frio em tubos
com parafina. O micélio removido foi colocado em placas de Petri com CA que se selaram com
parafilme e se incubaram no escuro a 22°C. As placas foram mantidas com uma inclinagdo de
aproximadamente 20° para que a parafina aderente ao micélio se depositassem no bordo da placa e
ndo interferisse no crescimento das coldnias.

Quando se observou o desenvolvimento das colénias, retiraram-se discos de agar da sua margem
que foram transferidos para placas com CA. Estas placas também se incubaram no escuro a 22°C
durante cinco dias. Ao fim deste tempo as colénias cobriam a totalidade da superficie do meio de

cultura.

Para o estudo da morfologia das coldnias, transferiram-se com o auxilio de um furador de rolhas de
5 mm de diametro, discos de agar de uma placa, com o isolamento em crescimento activo, para o
centro de placas de Petri de 9 cm com meio CMA e CA. Estas placas selaram-se com parafilme e
incubaram-se no escuro a 20°C. Realizaram-se 3 repeti¢cdes (placas), desfasadas no tempo, por cada
isolamento e por meio de cultura. A observacdo das placas realizou-se aos 4 e 6 dias de
crescimento.

As caracteristicas observadas foram a cor e forma da colénia, o tipo de margem, o tipo de micélio
aéreo e as estruturas vegetativas (dilatacdes de micélio).

A observagdo das estruturas vegetativas fez-se directamente ao microscépio 6ptico invertido. Uma
vez verificada a sua producdo realizaram-se preparagdes para a observacdo ao microscopio ptico.

O micélio foi corado com fucsina acida em lactofenol (0,01%).

3.2.3. Caracterizacao de estruturas reprodutivas assexuadas

Para induzir a producgio das estruturas reprodutivas assexuadas utilizou-se uma solucdo liquida de

extracto de solo (Ribeiro 1978), uma vez que nio se observou nenhum tipo destas estruturas em
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qualquer dos meios de cultura utilizados (CMA e CA). A suspensdo de solo preparou-se
misturando 10 g de solo com 1 1 de dgua desionizada, agitando durante alguns minutos e deixando
depois repousar a mistura durante 24 h a 22°C. Com papel de filtro filtrou-se o liquido resultante. O
solo utilizado procedeu de um campo experimental de oliveiras pertencente ao CIFA (Centro de
Investigacion y Formacion Agraria, Alameda del Obispo, Cérdoba - Espanha) que ndo estava
infestado por nenhuma espécie de Phytophthora (Sénchez et al. 2001).

Com um furador de rolhas transferiram-se discos de agar de 18 mm de diametro, de uma placa de
Petri com meio CA, onde o isolamento crescia activamente, para placas de Petri vazias de 5 cm de
diametro. Seguidamente deitou-se na placa extracto de solo de modo a que o liquido circundasse a
margem do disco. Prepararam-se duas placas por isolamento. O extracto de solo nas placas foi
renovado cada 24 h com o auxilio de uma seringa. A produ¢do de esporangios ensaiou-se a luz a
temperatura de 15, 20 e 25°C.

Ap6s 48 h de contacto dos discos com o extracto de solo, realizaram-se observagdes periddicas das
placas ao microscépio Optico invertido até ao aparecimento de espordngios. Uma vez que, se
verificou a producio de esporangios realizaram-se preparagdes para a observagdo ao microscopio
optico. Para tal, com uma agulha estéril, removeram-se pequenas por¢des de micélio, onde os

esporangios maduros eram abundantes e coraram-se com fucsina dcida em lactofenol (0,01%).

Em alguns isolamentos que cresciam em meio de cultura CA a 22°C, verificou-se uma abundante
formac@o de clamiddsporos ao fim de 1 semana. Nessa altura, também se realizaram preparacgdes

com micélio para a observacdo de clamidésporos ao microscépio Optico.

Para a caracterizacdo das estruturas reprodutivas assexuadas consideraram-se: tamanho e forma dos
esporangios (presenca ou auséncia da papila, tamanho e forma do poro, persisténcia ou ndo do
esporangio, tipo de proliferacdo), ramificacdo dos esporangi¢foros e didmetro dos clamidésporos.

Por cada isolamento observaram-se e mediram-se o comprimento e a largura de 30 esporangios
maduros e o didmetro de 30 clamidésporos ao microscépio Gptico com objectiva de 40x e ocular de
10x. A ramificacdo dos esporangiéforos e a proliferacio dos esporangios observaram-se
directamente em coldnias crescendo em placas de Petri com extracto de solo, utilizando o

microscépio Optico invertido.

3.2.4. Caracterizacio de estruturas reprodutivas sexuadas

Para a producio de estruturas reprodutivas sexuadas prepararam-se culturas de cada isolamento que

foram cruzadas com isolamentos de referéncia de diferente mating type de P. cinnamomi, pois

nenhum dos isolamentos por si sé foi capaz de produzir estruturas sexuadas. Para estes
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cruzamentos utilizaram-se como isolamentos de referéncia P. cinnamomi Al (Ref. Pc138 Al,
cedido pela Doutora R. Pérez Giménez, CIFA, Malaga, procedente de Califérnia, USA),
P. cinnamomi A2 (obtido da Micoteca do Departamento de Agronomia da ETSIAM, Cérdoba -
Espanha) e P. drechsleri Al e A2 (cedido pelo Doutor C. M. Brasier, Forest Research Station,
Surrey - UK). Os cruzamentos realizaram-se em meio de cultura CA, pois em experiéncias
preliminares foi este o meio em que se observou a maior producdo de estruturas reprodutivas

sexuadas.

Para a realizacdo dos cruzamentos retirou-se um disco de agar de 5 mm de didmetro de cada um
dos isolamentos crescendo activamente em meio de cultura CA e colocaram-se, cada um dos
discos, no extremo de placas de Petri de 5 cm de didmetro, contendo meio de cultura CA. No
extremo oposto de cada uma destas placas, colocou-se outro disco de agar de 5 mm de um dos
isolamentos de referéncia, que igualmente se retirou de placas com meio de cultura CA em
crescimento activo. Desta forma, cada isolamento cruzou-se, separadamente, com cada um dos
isolamentos de referéncia. Prepararam-se trés repeticdes por cada combinacdo. As placas
incubaram-se no escuro a 22°C.

Realizaram-se observacdes periddicas ao microscépio 6ptico invertido e verificou-se que as
estruturas de reproducdo sexuada comegavam a aparecer 20 dias apds o inicio da incubacdo.
Quando se observou que os odgonios estavam completamente maduros e os 00sporos se
diferenciaram claramente, realizaram-se prepara¢des microscdpicas. Estas preparagdes realizaram-
se ao microscopio optico invertido, com a ajuda de duas agulhas estéreis, tomando pequenos trogos
de agar da zona mais préxima ao disco de agar do isolamento que se queria identificar. O corante

usado nas preparagdes foi fucsina dcida em lactofenol (0,01%).

Para a caracterizagdo das estruturas sexuadas considerou-se: didmetro do o6gonio e tipo de parede;
diametro da odsporo, tipo e grossura da sua parede, comprimento do anteridio e tipo de unido ao
odgonio.

Para cada isolamento e, sempre que foi possivel, observaram-se e mediram-se 30 estruturas

maduras, utilizando uma objectiva de 40x e uma ocular de 10x.

3.2.5. Taxa de crescimento a diferentes temperaturas
Para caracterizar o crescimento dos isolamentos utilizaram-se os mesmos meios de cultura que se

haviam usado para estudar a morfologia das colénias: CMA e CA. Seleccionaram-se estes meios

porque ambos sdo muito utilizados para caracterizar o crescimento de espécies de Phytophthora
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(Eckert et al. 1962; Waterhouse 1963; Kaosiri et al. 1978; Tsao 1983; Erwin e Ribeiro 1996;
Sanchez et al. 2001; 2005).

De cada isolamento, crescendo activamente numa placa de Petri com meio de cultura CA, retirou-
se, com um furador de rolhas, um disco de 5 mm de diametro que se colocou no centro de placas de
Petri de 9 cm de didmetro com meio de cultura (CMA e CA). As placas selaram-se com parafilme e
incubaram-se no escuro a 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35°C (com variacdo de + 1°C). Para cada
isolamento fizeram-se 3 repeticdes (placas), desfasadas no tempo, por meio de cultura e por
temperatura.

Mediu-se o didmetro maior e menor das coldnias a 1, 2, 4, 6, 10 e 15 dias de incubacio.

As medidas do didmetro da colénia obtidas, subtraiu-se os 5 mm do didmetro do disco de agar e
calculou-se a taxa de crescimento para 2, 4, 6, 10 e 15 dias, dividindo o didmetro médio da colénia

pelo nimero de dias transcorridos.

3.2.6. Analise estatistica

Para a andlise estatistica das medidas das estruturas reprodutivas sexuadas e assexuadas utilizou-se
o programa Statistix (Analytical Software 2000). Realizou-se uma andlise global de variancia
(ANOVA) somente com os isolamentos em que foi possivel medir 30 estruturas. Para estes
isolamentos as comparagdes de médias realizaram-se segundo o teste LSD (minima diferenca

significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

Para a taxa de crescimento dos isolamentos calculou-se a taxa de crescimento didria para cada
temperatura (média de trés repeticdes) e escolheu-se a taxa didria maior, tendo em conta que, se a
coldénia ocupasse completamente a placa, se considerava a medida anterior como udltimo valor. Para
cada isolamento e para cada temperatura elaboraram-se curvas de crescimento. Para expressar a
taxa de crescimento em funcdo da temperatura, os dados ajustaram-se matematicamente a uma
curva de regressdo, seleccionando-se os modelos que melhor se ajustavam para cada um dos
isolamentos quanto 2 distribui¢iio de residuos, coeficiente de determinacio (R?) e significado dos
coeficientes de determinagao.

Utilizando a equagdo resultante, calcularam-se as temperaturas maxima, minima e Optima de

crescimento para cada isolamento, assim como a sua taxa maxima de crescimento didria.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Morfologia da colonia

Aos 6 dias de crescimento, 37 isolamentos que cresciam em meio de cultura CMA formaram
coldnias circulares de morfologia radial, micélio hialino com pouco crescimento aéreo e com
margem regular. Os isolamentos que apresentaram esta morfologia incluiram-se no grupo “A”. Os
isolamentos PE;,, PE;s e PEs, apresentaram colénias em forma petaloide sem micélio aéreo e com
margem regular e incluiram-se no grupo “B”. Os isolamentos PEg; e PEg, apresentaram coldnias
com aspecto liso com o micélio de aspecto semelhante ao grupo “B” e classificaram-se no grupo
“C”.

Em meio CA verificou-se que os grupos formados segundo a morfologia da coldnia correspondiam
aos formados em meio CMA. Assim, em meio de cultura CA a grande maioria dos isolamentos
(37), tanto os procedentes de sobreiro como os de azinheira, apresentaram coldnias esbranquicadas
de aspecto uniforme ou ligeiramente petaloide com margens regulares aos 4 dias de crescimento e
com micélio aéreo cotonoso muito abundante aos 6 dias de crescimento (isolamentos do grupo
“A”). Os isolamentos PE;,, PE s e PEs, (grupo “B”) aos 4 e 6 dias de crescimento apresentaram
uma coldénia esbranquicada, tipo crisintemo, com micélio aéreo cotonoso menos abundante do que
os isolamentos do grupo “A”. Os isolamentos PEg; e PEg, (grupo “C”) aos 4 e aos 6 dias de
crescimento apresentavam uma coldnia tipo roseta com pouco micélio aéreo e margem regular. Na

Figura 3.1 apresentam-se os diferentes tipos de coldnia.

Meio CMA Meio CA

Figura 3.1 - Morfologia das coldnias aos 4 dias de crescimento a 20°C em meio de cultura CMA e
CA: a) e d) morfologia do grupo “A”; b) e e) do grupo “B”; ¢) e f) do grupo “C”.
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3.3.2. Caracterizacao das estruturas vegetativas

Nas observagdes realizadas ao microscopio 6ptico, normal e invertido, todos os isolamentos
apresentaram micélio cenocitico ramificado. Em alguns isolamentos do grupo “A” que cresciam
em meio CA, observou-se a formacdo de dilatacdes nas hifas (hyphal swellings), com forma
esférica, intercalares ou terminais e em racimos. Estes isolamentos eram em geral procedentes de
sobreiro. Noutros isolamentos, normalmente os procedentes de azinheira da zona de Huelva, as
dilatacdes nas hifas eram em forma de ramificag¢des botriosas, formando micélio coraloide (Figura
3.2). Nos isolamentos do grupo “B” ndo se observaram dilatagdes das hifas e nos isolamentos de
grupo “C” estas foram escassas. Em meio de cultura CMA ndo se observaram dilatagdes nas hifas

em nenhum dos isolamentos.

Figura 3.2 - Tipo de micélio dos isolamentos estudados: a) dilatacdes das hifas em racimos; b)
dilatacdo da hifa na parte terminal; c) micélio coraloide.

Nos isolamentos do grupo “B” em meio CA observaram-se muitos clamiddsporos esféricos,
terminais e intercalares e de parede pouco espessa, de diametro compreendido entre 25 e 40 pum
com uma média de 31,5 + 2,0 um (Figura 3.3). A andlise de varidncia para o didmetro dos
clamiddésporos mostrou diferencas significativas entre isolamentos. A comparagdo das médias

mostrou que o isolamento PE;, tem clamiddsporos significativamente maiores que os isolamentos
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PE s e PEs, (Anexo III: 1.; 1.1.). Nos restantes isolamentos e nos dois meios de cultura, a produgéo

de clamiddsporos foi muito baixa e em alguns casos praticamente inexistente.

Figura 3.3 - Clamidésporos dos isolamentos do grupo “B”.

3.3.3. Caracterizacao das estruturas reprodutivas assexuadas

Os esporangios de todos os isolamentos formaram-se em meio liquido de extracto de solo. Das
vdrias temperaturas ensaiadas a de 25°C foi a mais favordvel para a formacdo destas estruturas. A
esta temperatura o tempo que os esporidngios demoravam a formar-se variou entre 3-5 dias,
enquanto que a 15 e a 20°C os primeiros esporangios tardavam mais de 5 dias a aparecer.

Em alguns isolamentos foi necessdrio esperar mais do que 1 semana para ver esporangios € nos
isolamentos PE ¢ € PEs, sé houve producio de esporangios a 15°C e estes eram sempre escassos,
ndo se incluindo por isso na andlise estatistica.

Em todos os isolamentos os esporangios formados foram persistentes, ndo papilados e
encontravam-se na parte terminal do esporangiéforo. A morfologia predominante dos esporangios
foi ovoide. Também se observaram esporangios ovdides-elipsdides e elipséides. O isolamento PE,,
foi o tnico que produziu esporangios na sua maioria em forma de limdo e em menor proporgdo
elipsoéides. Os esporangiéforos foram na grande maioria simples e longos, embora em alguns casos
apresentassem ramifica¢do simpodial. A Figura 3.4 mostra estruturas de reproducdo assexuada dos
isolamentos.

Praticamente a totalidade dos esporangios produzidos apresentaram o dpice truncado. Somente os
esporangios produzidos por PE,, apresentaram o dpice predominantemente ndo truncado.

As dimensdes dos esporingios dos vérios isolamentos apresentam-se na Tabela 3.2.
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Figura 3.4 - Esporangios produzidos em meio liquido de extracto de solo: a) esporangios e
micélio; b) esporangio elipsdide; c) esporangio ovéide com dpice truncado.

A andlise de varidncia das dimensdes dos esporingios mostra diferencas significativas entre
isolamentos, para todas as medidas (comprimento, largura, comprimento/largura e tamanho do
poro), como se pode observar no Anexo III: 2.; 3.; 4.; 5. No entanto, a comparagdo de médias ndo
sugere a formagdo de grupos homogéneos nem segundo a procedéncia geografica nem segundo o
hospedeiro (Anexo III: 2.1.; 3.1.; 4.1.; 5.1.).

A comparacdo de médias para o comprimento dos esporingios indica que existe um grupo de
isolamentos, procedentes tanto de sobreiro como de azinheira, com comprimento
significativamente maior que todos os restantes isolamentos. Por outro lado, os isolamentos
procedentes de azinheira PE;, e PEss sdo os que apresentaram um tamanho menor, sendo
significativamente mais pequenos que os restantes. Em relacdo a largura dos esporangios, o
isolamento procedente de sobreiro PA,s; apresentou uma largura significativamente maior que os
restantes, enquanto que o isolamento PE;, procedente de azinheira foi, novamente, o que
apresentou uma largura significativamente menor.

Por outro lado, em relagcdo a forma do esporingio, indicada pela relacio Comprimento/Largura
(C/L) observo-se que os valores variaram entre 1,6 para o isolamento PEsg, o que indica uma forma

mais elipséide e 1,3 para o isolamento PEss que apresentou uma forma mais ovoide.

88



Capitulo 3: Caracterizagcdo morfoldgica e fisioldgica de isolamentos de Phytophthora spp.

Tabela 3.2 - Dimensdes dos esporangios produzidos pelos isolamentos de Phytophthora spp. em
meio liquido de extracto de solo

Comprimento do Comprimento |Largura do Largura Tamanho
Isolamento | esporangio (C) * j[maximo — minimo *| esporangio | maxima — minima *| do poro *" | C/L ¢
@wn*
PA; 40,1 £5,9 52,5-325 29,7 +4,7 40,0 - 22,5 d 1.4
PA; 49,3+5,6 58,0 - 40,0 33,1+33 40,0 - 26,0 99+1,1 1,5
PAg 482 +7,8 72,0 - 38,0 33,0+3,9 40,0 - 26,0 10,7 +£1,8 1,5
PA, 52,0+£9,8 72,5-35,0 35,5+6,6 52,5-22,5 d 1,5
PAg 40,3 +5,4 57,5 - 30,0 283 +472 38,8 - 20,0 9,0£1,2 1,4
PA 432 +4,8 58,0 - 36,0 28,734 36,0-22,0 9,7+1,1 1,5
PA, 424 +£5,7 56,0 - 30,0 282+29 34,0-22,0 95+1,2 1,5
PA3 425+4,4 52,0 - 36,0 292 +34 36,0 - 24,0 9,3+09 1,5
PA 4 38,8 +£3,0 46,0 - 34,0 27,771+£272 32,0-24,0 8,6 1,0 1,4
PA o 41,7+8,2 57,5 - 25,0 30,3+5,5 43,8 - 20,0 d 14
PA, 55,6 £8,7 67,5 - 38,8 372+5,6 45,0 - 25,0 d 1,5
PA,; 48,8 £ 6,5 65,0 - 40,0 322+39 37,5-25,0 d 1,5
PAs 58,2+79 72,5 - 50,0 41,3+3.8 50,0 - 35,0 12,6 £1,0 1,4
PA;, 544 +54 70,0 - 45,0 374 +35 45,0 - 30,0 109+1,3 1,5
PA;; 449 +3,9 50,0 - 37,5 328+24 37,5-27,5 99+1,0 1,4
PA;; 40,9 £4,7 50,0 - 32,5 29,6 £2.5 35,0-25,0 9,1+14 1,4
PA;s 532+4,0 65,0 -47,5 375+29 42.,5-32,5 12,3+0,8 1,4
PA;3; 425+39 52,5-37,5 31,6 £3,2 40,0 - 27,5 10,0 +1,2 1,3
PA, 60,5 +8,7 82,5-47,5 39,3+39 50,0 - 32,5 13,1 £2,1 1,5
PA4 48,6 £6,7 65,0 - 40,0 340+3,5 42,5-217,5 9,5+19 14
PA,, 503+34 62,5-45,0 348 +3,5 45,0 - 30,0 11,0+ 1,7 1,5
PAy 549 +438 65,0 - 50,0 34,7+ 3,1 40,0 - 30,0 10,7+1,3 1,6
PA4 554+53 62,5-47,5 37,1 £3,5 42,5 -30,0 114+14 1,5
PE;g 48,8 £ 8,3 67,5-325 322+45 42,5-22,5 d 1,5
PE,q 40,6 £2,3 45,0 - 37,5 25,8+19 30,0 - 22,5 d 1,6
PE, 51,2 +828 70,0 - 35,0 343 %57 425-225 d 1,5
PE,, 32,1 £3,0 37,5-25,0 21,0£2,0 25,0- 15,0 d 1,5
PE; 50,6 £5.,5 62,5 -40,0 32,624 40,0 - 30,0 d 1,6
PEs, 39,4+4)5 50,0 - 30,0 28,1 £32 36,0 -22,0 8,6+1,0 1,4
PEss 35,5+3,0 42,0 - 30,0 269+23 32,0-22,0 8,8+1,1 1,3
PEsq 41,4 +£5,0 56,0 - 34,0 30,1 £39 40,0 - 22,0 8,4+1,3 1,4
PEsg 56,6 £9,7 82,5-45,0 353+42 42,5-217,5 d 1,6
PEsq 52,0+6,9 72,5-42,5 34,6 +3,5 42,5-28,8 d 1,5
PEq 50,1 +£43 62,5-45,0 33,6 £33 40,0 - 27,5 d 1,5
PEq, 40,9 +2,9 475-375 28,0 +2,1 32,5-238 d 1,5
PEs, 39,8 +3,1 50,0 - 35,0 28,5+3.3 37,5-225 d 1,4
PEys 552 +5,0 65,0 -47,5 38,3 +3,7 47,5-32,5 12,0+1,5 1,4
PEqg 41,5+2.8 47,5 - 37,5 30,0 2,7 37,5-25,0 99+1,1 1,4
PEy, 52,6 £5,0 62,5-42,5 372+34 425-27,5 11,6 £1,2 1.4

* Valores expressos em um. Cada valor é a média de 30 observagdes + desvio padrio; ® Média do tamanho do poro medido nos
esporangios com dpice truncado;  Relagiio comprimento/largura; ¢ Nio foi possivel medir.

3.3.4. Caracterizacao das estruturas reprodutivas sexuadas

Nenhum dos isolamentos estudados produziu em cultura pura gametingios, o que indica que
derivam de uma espécie heterotdlica. As estruturas reprodutivas sexuadas s6 foram obtidas em
cultura de pares de isolamentos, combinando cada um dos isolamentos, com isolamentos de
referéncia P. cinnamomi e P. drechsleri do mating type Al. Confirma-se assim que todos os

isolamentos estudados sdo do mating type A2.
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As estruturas reprodutivas desenvolveram-se na zona de intercepc¢do das duas culturas, isto €, na
drea em que os micélios dos dois isolamentos entraram em contacto. Também se formaram
estruturas nas proximidades do disco de agar usado como indculo, do isolamento a identificar. Foi
sempre dessas zonas que se retiraram estruturas para fazer preparagdes microscopicas, evitando
assim a possibilidade de remover gametangios produzidos pelos isolamentos de referéncia.

Nem todos os isolamentos produziram estruturas reprodutivas sexuadas. Nos isolamentos que as
produziram, os odgonios eram esféricos, de parede lisa, os odsporos claramente pleuréticos e os

anteridios anfiginios (Figura 3.5).

Figura 3.5 - Gametangios produzidos em cultura dupla a 22°C em meio cultura de extracto de
cenoura-agar (CA). Oogoénios esféricos, de parede lisa, com odsporos plerdticos e
anteridios anfiginios: a) anteridios unicelulares; b) anteridio bicelular. an - anteridio;
00S - 00sporo.

As dimensdes dos odsporos, espessura da parede e tamanho dos anteridios que se formaram
indicam-se na Tabela 3.3. Em alguns isolamentos nao foi possivel observar e medir 30 estruturas
sexuadas. Os odsporos de maiores dimensdes corresponderam aos isolamentos PEs; com uma
dimensdo média de 58,0 um, sendo os mais pequenos produzidos pelos isolamentos PA; e PEsq
com umas dimensdes médias de 34,7 e 35,9 um respectivamente. A espessura da parede do
odsporo variou entre 2,7 pum do isolamento PEs, e 4,7 pum do isolamento PA 4. Verificou-se que o
isolamento PEs; € o que apresentou odsporos maiores com menor espessura da parede. Os
anteridios apresentaram formas rectangulares e cilindricas e foram na sua maioria unicelulares,
raramente aparecendo anteridios bicelulares. As maiores dimensdes dos anteridios corresponderam
aos isolamentos PEss € PA; com 18,5 e 18,3 pum respectivamente e as menores a PEg, (12,0 um) e a

PA, (12,2 um).
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Tabela 3.3 - Dimensdes das estruturas sexuadas dos isolamentos de Phytophthora spp. em meio de
cultura de extracto de cenoura-agar (CA)

Isolamento | N° de estruturas | Didmetro do oésporo | Espessura da parede | Comprimento do

do odsporo * anteridio *
PA, 4 45,0 £2,6 3,0+£0,0 140+ 1,6
PA; 30 347+24 3,2+0,5 18,3+25
PAy 23 38,6 +1,8 3,704 13,8+ 1,3
PA, 30 380+24 4,3+0,5 16,3+25
PAg 6 4477 +3.9 37£14 16,3 +34
PA|, 11 433 +4.7 3,5+0,8 14,7 £27
PA, 13 43,4 +2.8 3,8+0,6 13,7+£2,0
PA; 30 41,0 +£3.9 43+ 1,0 16,6 £2,2
PA 4 30 41,5+3,0 4,7+ 1,1 16,1 £2,7
PA 13 40,6 £4,0 3,5+0,7 145+23
PA,, 10 39,8 +£2,7 4,2+0,9 122+24
PEg 30 40,9 £3,0 4,5+0,9 142 +2.8
PE,, 19 41,3+2.8 3,9+0,5 129 +£27
PE,, 30 41,3+27 4,1+0,5 14,1 £2,1
PE,; 24 43,77+34 3,7+£0,5 14,8 +3,5
PEs, 3 58,0+9,2 2,7+0,6 12,7+ 1,2
PEs; 30 389+34 43+0,8 16,3+25
PEs¢ 30 359+238 3,7+0,5 18,5+ 1,9
PEsg 30 41,3 +£2,6 3,9+0,7 139+£27
PEs 24 41,0 +2.8 4,3+0,8 140+£23
PEg 3 393+1,5 3,0+£0,0 12,0+2,0

? Valores expressos em um. Valor médio do n° de estruturas *+ desvio padréo.

A andlise de variincia das dimensdes dos gametangios somente se realizou com os isolamentos em
que foi possivel medir 30 estruturas. Dessa andlise foi possivel constatar diferencas significativas
entre isolamentos, relativamente ao didmetro e espessura da parede do odsporo, e comprimento dos
anteridios (Anexo III: 6.; 7.; 8.). A comparacdo de médias para o didmetro do odésporo definiu trés
grupos, sendo os isolamentos PA; e PEss 0s que apresentaram odsporos significativamente mais
pequenos do que os restantes isolamentos (Anexo III: 6.1.). Os isolamentos PA; e PEs¢ sdo também
0s que apresentaram os maiores anteridios (Anexo IIl: 7.1.). A comparacdo de médias para o
comprimento do anteridio também indicou a formacao de trés grupos significativamente diferentes
entre si, embora ligeiramente diferentes dos grupos formados pelo tamanho do oésporo. Quanto a
espessura da parede do odsporo, a comparagdo de médias (Anexo III: 8.1.) indicou variabilidade
entre os varios isolamentos, sendo o PA; o que apresentou a parede do o6sporo significativamente

menos grossa.

3.3.5. Taxa de crescimento a diferentes temperaturas

Para caracterizar o desenvolvimento de cada um dos isolamentos calculou-se a taxa de crescimento

diaria maxima em cada um dos dois meios de cultura ensaiados: CMA e CA. As taxas de
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crescimento de cada isolamento nas diferentes temperaturas ensaiadas para cada um destes meios

de cultura indicam-se nas Tabelas 3.4 e 3.5.

Tabela 3.4 - Taxas de crescimento maximo (mm/dia) dos isolamentos de Phytophthora spp. em
meio de cultura Corn Meal Agar (CMA) a diferentes temperaturas

TEMPERATURAS (°C)
Isolamento
5 10 15 20 25 30 35
PA, 0,5 2,4 9,5 13,5 17,0 16,5 0
PA; 0,8 3,9 11,1 15,0 18,9 22,0 0
PAg 0,4 2,2 9,4 13,5 16,7 16,5 0
PA, 0,6 3,5 11,0 15,8 20,5 23,3 0
PAg 0,4 2,2 7,4 10,9 14,8 16,1 0
PA 0,6 4,1 7,6 10,3 13,3 15,7 0
PA,, 0,6 2,7 7,1 9,7 13,5 15,3 0
PA; 0,4 2,5 7,6 10,6 13,1 14,8 0
PA, 0,4 23 7,2 12,2 12,3 14,9 0
PAy 0,7 2,6 9,5 13,8 17,3 16,8 0
PA, 0,6 2,8 9,6 13,3 17,4 18,3 0
PA,, 0,6 2,1 7,5 11,0 14,2 15,6 0
PA,s 0,5 2,2 11,3 15,1 17,6 16,1 0
PA;, 0,4 2,2 11,0 14,8 17,7 17,8 0
PA; 0,5 2,3 10,5 14,0 17,0 16,7 0
PA;, 0,4 1,8 9,1 14,8 18,0 13,7 0
PA;3; 0,5 2,6 11,1 14,9 18,0 17,1 0
PA;s 0,5 3,0 11,6 15,6 17,8 16,3 0
PA;; 0,5 23 11,0 15,1 17,5 16,7 0
PAy 0,3 1,5 8,6 13,5 17,5 16,6 0
PA, 0,5 2,1 11,2 15,1 18,7 16,7 0
PA,, 0,5 2,8 11,6 15,6 18,7 20,5 0
PA4; 0,4 2,1 8,0 10,5 13,2 14,4 0
PAL 0,3 2,1 73 9,9 12,4 13,6 0
PEg 0,6 3,0 8,6 12,4 14,6 15,8 0
PE, 0,8 2,9 8,1 11,7 14,6 15,7 0
PE; 0,6 3,0 8,3 12,2 14,5 17,3 0
PE, 6,3 8,2 16,0 20,3 22,9 28,0 22,0
PE; 0,8 2,8 8,6 12,2 14,6 15,8 0
PE¢ 5,2 9,1 16,2 20,0 23,7 28,6 23,7
PEs, 5,7 9,6 18,0 21,9 26,3 30,3 24,8
PEs, 0,4 2,7 8,6 11,9 14,9 15,2 0
PEs; 0,6 2,7 8,1 11,8 15,0 16,4 0
PEs¢ 0,5 2,6 8,2 12,3 14,9 14,2 0
PEsg 0,6 32 8,2 11,8 14,8 15,9 0
PEso 0,6 3,0 8,1 11,3 14,5 15,9 0
PEq 0,6 3,0 7,9 11,4 14,0 15,4 0
PE, 4,7 7,6 12,2 14,0 15,7 16,1 0
PEs, 4,7 7,5 12,0 13,7 15,3 16,4 0
PEy;s 0,5 3,0 10,9 14,5 18,0 17,5 0
PEy 4,1 6,1 11,1 13,0 14,5 13,2 0
PEy; 0,5 2,4 8,3 10,8 13,2 15,1 0
LSD * 1,0 1,4 1,3 1,7 1,5 2,2 1,7

* Minima Diferenga Significativa segundo o teste de Fisher ao nivel de probabilidade de P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).
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A temperatura mais alta ensaiada, 35°C, os isolamentos sé cresceram no primeiro dia, ndo se
verificando qualquer crescimento nos dias subsequentes. Confirmou-se que os isolamentos
morreram, uma vez que ao coloca-los posteriormente a 20°C se verificou que ndo cresceram. A

excepcdo foi os isolamentos PE,,, PE;¢ e PEs, que cresceram normalmente a 35°C.

Tabela 3.5 - Taxas de crescimento mdximo (mm/dia) dos isolamentos de Phytophthora spp. em
meio de cultura de extracto de cenoura-agar (CA) a diferentes temperaturas

TEMPERATURAS (°C)
Isolamento
5 10 15 20 25 30 35
PA, 1,3 5,9 14,3 21,1 25,1 26,8 0
PA; 1,3 6,2 15,5 19,5 23,9 27,0 0
PA¢ 0,6 5,1 14,3 18,5 22,9 24,9 0
PA, 1,8 6,4 15,3 21,3 25,7 28,5 0
PAg 1,2 4,2 12,3 17,1 21,6 25,1 0
PA 1,7 3,9 12,2 16,9 21,2 22,7 0
PA,, 1,4 4,1 12,0 16,8 20,4 24,9 0
PA; 1,0 4.4 12,3 17,0 20,7 24,8 0
PA,4 1,1 4.4 13,3 19,8 22,0 25,5 0
PAy 2,2 6,3 15,4 20,9 26,8 29,5 0
PA,, 1,4 6,2 15,1 20,9 24,8 30,2 0
PA,, 1,2 5,3 12,4 16,8 21,5 24,4 0
PA,; 0,5 3,1 13,8 17,8 22,4 21,8 0
PA;, 0,1 2,1 12,4 16,5 21,7 22,5 0
PA; 0,3 3,2 14,0 18,7 23,4 23,8 0
PA;, 0,3 2,8 11,2 19,4 23,1 18,3 0
PA;; 0,3 3,1 12,6 18,0 22,8 20,9 0
PA3s 0,5 4,0 15,9 19,6 22,8 23,2 0
PA3; 0,6 3,1 13,5 18,0 21,9 23,4 0
PA, 0,2 2,3 13,3 18,5 22,7 22,2 0
PA, 0,5 3,4 14,7 17,6 23,6 23,7 0
PA,, 0,6 3,5 13,8 19,1 23,1 24,3 0
PA; 0,4 1,8 10,8 15,8 20,5 22,8 0
PA 4 0,3 2,1 10,7 15,7 19,6 20,9 0
PEg 0,8 3,8 11,7 17,7 21,5 25,6 0
PE, 0,9 4,2 12,0 17,3 21,3 24,6 0
PE, 1,0 5,4 11,4 17,6 21,1 25,4 0
PE,, 4.8 8,6 12,7 20,5 23,8 29,8 23,3
PE;; 0,8 4,2 11,5 17,1 21,3 25,3 0
PE¢ 4,6 8,3 15,5 19,0 22,4 25,7 20,5
PEs, 49 8,7 16,6 21,1 24,8 27,3 21,8
PEs, 1,3 5,3 14,6 19,7 24,4 26,4 0
PEs; 1,1 5,4 14,1 19,1 21,7 25,6 0
PEs¢ 0,9 5,4 14,5 19,5 25,3 28,3 0
PEsg 0,8 4,1 10,9 16,2 21,1 23,9 0
PEsy 1,1 4,1 11,5 17,4 21,8 25,8 0
PEq, 1,2 4,1 11,7 17,5 21,6 25,3 0
PEg, 4,7 7,7 12,6 16,6 18,8 19,6 0
PEs, 4.8 7,5 12,6 16,1 18,3 19,4 0
PEy; 0,9 3,1 14,1 18,0 23,3 25,4 0
PEq 4.2 6,2 11,8 15,0 16,9 15,5 0
PEy; 0,6 2,6 12,3 15,8 20,5 22,5 0
LSD * 1,7 1,7 2,8 2,7 3,4 42 2,7

* Minima Diferenga Significativa segundo o teste de Fisher ao nivel de probabilidade de P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).
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A andlise global de varidncia das taxas de crescimento dos isolamentos mostrou diferengas
significativas em funcdo do isolamento, temperatura de crescimento e meio de cultura utilizado,
assim como nas interac¢des entre todas estas varidveis (Anexo IV: 1.). Verificou-se que a taxa de
crescimento maxima didria foi significativamente maior em meio de cultura CA que em meio CMA
(Anexo IV: 1.2.). No geral, os isolamentos PE;,, PE;s ¢ PEs, apresentaram taxas de crescimento
significativamente maiores do que os restantes isolamentos (Anexo IV:1.3.) e, excluindo a
temperatura 35°C, onde somente estes isolamentos cresceram, a taxa de crescimento maxima didria
de todos os isolamentos aumentou com a temperatura (Anexo IV: 1.4.). As mesmas observacgdes
s@o vélidas quando se analisa separadamente os dois meios de cultura (Anexo IV: 2.; 2.1.; 2.2.; 3;;

3.1.;3.2).

Devido a grande variabilidade manifestada, os dados ndo se ajustaram a uma tunica curva
representativa do crescimento de todos os isolamentos ensaiados. Assim, depois de avaliar varios
modelos para o ajuste dos dados elegeu-se a curva que melhor cumpria as condi¢des de distribui¢ao
de residuos, coeficientes de determinagdo (R®) e significacdo de coeficientes de regressdo

(Anexo IV: 4.). A equacio escolhida foi o polindmio de terceiro grau:

y=at3+bt2+ct

em que y representa a taxa maxima de crescimento didrio, t a temperatura de crescimento, a, b e ¢

os coeficientes de regressao.

A partir deste polinémio calcularam-se as equagdes de crescimento para cada um dos isolamentos
em cada meio de cultura, CMA e CA. Para os isolamentos PE,, PEs e PEs, utilizaram-se os dados
de todas as temperaturas estudadas, para os restantes 39 isolamentos, as equagdes de crescimento
calcularam-se para temperaturas entre 5 e 30°C.

Uma vez conhecida a equago para cada isolamento, estimou-se a temperatura 6ptima e minima de

crescimento, mediante a derivacdo dos polinémios e a taxa méxima de crescimento didrio.

Nas Tabelas 3.6 e 3.7 indicam-se para cada isolamento, assim como para os ajustes globais, a
equacdo de regressdo, os coeficientes de regressdo, a temperatura 6ptima e minima de crescimento
e a taxa de méxima crescimento didrio. O ajuste realizado ndo serve para o cdlculo da temperatura
maxima de crescimento dos isolamentos uma vez que, para os 39 isolamentos que ndo cresceram a

35°C, indica temperaturas maximas de crescimento acima deste valor.
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Tabela 3.6 - Ajuste de regressdo, temperatura Optima e taxa mdxima de crescimento dos
isolamentos de Phytophthora spp. em meio de cultura Corn Meal Agar (CMA)

Temperatura Temperatura ’T.axa
Grupo | Isolamento Ajuste R? minima optima maxima de
©C) ©C)* cresc1m.entbo
(mm/dia)
PA, y =-0,00246 t* + 0,10867 t*- 0,50084 t 0,996 5,2 26,9 17,3
PA; y=-0,00164 %+ 0,07837 *- 0,15225t 0,994 2,0 30,8 21,7
PAg y=-0,00246 t* + 0,10946 t*- 0,52076 t 0,990 3,7 27,1 23,1
PA, y=-0,00198 % + 0,09604 t* - 0,32972t 0,997 3,7 30,5 23,1
PAs y=-0,00154 t* + 0,07466 t*- 0,31650t 0,992 4,7 30,0 16,1
PA, y =-0,0007592 2 + 0,03725 t* + 0,08443 t 0,997 0 33,8 16,1
PA,, y=-0,00103 % +0,05187 *- 0,11592t 0,984 2,3 32,4 15,7
PA3 y=-0,00137 t + 0,06413 *- 0,20087 t 0,993 3,4 29,6 14,7
PA, y=-0,00158 * + 0,07202 *- 0,26284t 0,996 4,0 28,4 14,4
PAo y=-0,00242 %+ 0,10698 t* - 0,47066t 0,997 4,9 27,1 17,6
PAy y=-0,00201 t* + 0,09250 t*- 0,35989t 0,994 43 28,5 18,3
PA, y=-0,00152 ¢ +0,07218 *- 0,28230t 0,994 43 29,6 15,5
PAy; y=-0,00153 % + 0,07022 *- 0,25265t 0,994 3,9 28,7 14,4
| PAy y=-0,00141t* + 0,06458 t*- 0,22523t 0,994 3,8 28,7 134
PE; y=-0,00172 % + 0,07660 t* - 0,23458 t 0,995 3,3 28,1 15,7
PE,, y=-0,00154 * + 0,07012 *- 0,20208 t 0,997 3,1 28,8 15,6
PE,, y=-0,00129 £ + 0,06231 - 0,13689t 0,991 2,3 31,1 17,2
PE; y=-0,00162 t* + 0,07300 *- 0,20744t 0,996 3,0 28,4 15,9
PEs, y=-0,00191 %+ 0,08473 *- 0,32249t 0,995 42 28,7 15,5
PEss y=-0,00159 * + 0,07459 £*- 0,25961 t 0,995 3,8 27,5 15,5
PEs¢ y=-0,00219 £ + 0,09507 t*- 0,41242t 0,994 4,9 29.4 16,4
PEss y=-0,00154 + 0,07017 *- 0,19214t 0,996 2,9 28,9 15,9
PEso y=-0,00139 % + 0,06456 t*- 0,16022t 0,996 2,6 29,7 15,8
PEq, y=-0,00146 t* + 0,06688 t* - 0,18454t 0,997 2,9 29,1 15,3
PEq, y =-0,0002749 t* - 0,00368 £ + 0,89324t 0,996 0 28,7 16,1
PE¢, y=-0,0001028 t* - 0,00962 £ + 0,92432t 0,993 0 31,8 16,4
PEqs y=-0,00255t+0,11049 *- 044335t 0,995 4.8 26,7 18,4
PEy, y=-0,00136 £ + 0,06312 *- 0,17272t 0,995 2,9 29,5 14.9
Global1¢ y=-0,00158 t* + 0,07133 t*- 0,17918 t 0,974 2,6 28,8 16,3
PAss y=-0,00306 t* + 0,12955 t*- 0,60291 t 0,987 5,3 25,7 18,1
PAs y=-0,00268 t* + 0,11759 t*- 0,53280t 0,991 5,1 26,8 18,6
PA;, y=-0,00258 % + 0,11229 t*- 0,49970t 0,989 5,0 26,7 17,6
PAs, y=-0,00361t*+0,15313 t*- 0,87476 t 0,991 6.8 25,1 17.4
) PAs; y=-0,00282t*+0,12146 t*- 0,54152t 0,991 5,1 26,3 18,5
PA;s y=-0,00299 t* + 0,12489 t*- 0,51565t 0,987 4,6 25,6 18,5
PAy, y=-0,00287 t* + 0,12287 t*- 0,55708 t 0,992 5,2 26,1 18,1
PA y=-0,00274 t* + 0,12439 t*- 0,70553 t 0,992 6,6 27,1 17,7
PA4, y=-0,00320 ! + 0,13751 *- 0,68712t 0,993 5,8 25,9 18,8
PA, y=-0,00235t* + 0,10650 t* - 040940t 0,994 42 28,1 20,4
Global 2¢ y=-0,00289 £ + 0,12502 t*- 0,59265t 0,987 5.4 26,2 18,3
PE,, y=-0,00131 £} + 0,04668 t* + 0,62432t 0,989 0 29,1 254
3 PE y=-0,00123 £ +0,04498 £ + 0,63747t 0,996 0 30,1 26,4
PEs, y =-0,00150 £ +0,05465 t* + 0,65439t 0,996 0 29,3 284
Global 3¢ y=-0,00135 t> + 0,04877 t* + 0,63873t 0,992 0 29,4 26,6
PEq y = -0,0008901 £ + 0,02257 € + 0,56514 t 0,995 0 253 14,3

* As temperaturas 6ptimas foram estimadas a partir da derivada das equaces de regressio ajustadas para cada meio e isolamento; * A
taxa maxima de crescimento foi calculada substituindo t pela temperatura Gptima estimada; ¢ Ajuste geral para os 28 isolamentos do
Grupo 1; ¢ Ajuste geral para os 10 isolamentos do Grupo 2; © Ajuste geral para os trés isolamentos do Grupo 3.
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Tabela 3.7 - Ajuste de regressdo, temperatura Optima e taxa mdxima de crescimento dos
isolamentos de Phytophthora spp. em meio de cultura de extracto de cenoura-agar

(CA)
Temperatura Temperatura  12%2 d
Grupo| Isolamento Ajuste R? minima dptima ;;I;tlil:lzmeo
0 coO* (mm/dia) ®

PA, y=-0,00273  +0,12120 *- 0,29404 t 0,989 2,6 28,3 26,9
PA; y =-0,00205 £ +0,09122 - 0,00420t 0,993 0,0 29,6 26,6
PAg y =-0,00245 £ + 0,10936 t*- 0,25831t 0,992 25 28,5 248
PA, y=-0,00231 £ +0,10347 - 0,08705t 0,993 0,9 29.4 28,2
PAg y =-0,00205 £ +0,09122 - 0,00420t 0,993 0,0 29,6 26,6
PA,, y =-0,00245 £ + 0,10936 t*- 0,25831t 0,992 25 28,5 24,8
PA;, y =-0,00205 £ +0,09122 - 0,00420t 0,993 0,0 29,6 26,6
PAj; y =-0,00245 £ + 0,10936 - 0,25831t 0,992 25 28,5 24,8
PA4 y =-0,00205 £ +0,09122 - 0,00420t 0,993 0,0 29,6 26,6
PAy y =-0,00215 £ + 0,09883 - 0,04935t 0,995 0,5 304 294
PAy y=-0,00183 2 + 0,08739 £ + 0,00735t 0,987 0 31,9 29,8
PA, y=-0,00170 £ + 0,07986 £ - 0,05935t 0,995 0,8 30,9 243
PAy; y=-0,00248 £ + 0,12016 *- 0,61321 t 0,994 5.8 29,5 22,8

] PAy, y =-0,00264 t +0,12256 *- 0,61169t 0,992 5,7 28,2 21,0
PE; y = - 0,00200 £ + 0,09809 - 0,30136 t 0,992 33 31,1 253
PE,o y =-0,00201 £ + 0,09569 - 0,25068 t 0,991 2,8 30,4 243
PE,, y=-0,00156 £ + 0,07684 t* - 0,06252t 0,992 0,8 32,4 25,6
PE; y=-0,00183  + 0,09043 - 0,23503t 0,988 2,8 31,6 25,1
PEs, y=-0,00249 * +0,11189 t*- 0,24175t 0,993 2.3 28,8 26,4
PEss y = - 0,00200 £ + 0,08989 - 0,06341 t 0,991 0,7 29,6 25,0
PEss y=-0,00229 £ + 0,10764 *- 0,23340t 0,996 23 30,2 28,0
PEsg y=-0,00189 % + 0,09213 t*- 0,27274t 0,987 3.2 30,9 23,8
PEs, y=-0,00182 ¢ + 0,09067 t*- 0,23115t 0,990 2,7 31,9 258
PEq, y=-0,00188 * + 0,09152 - 0,22358 t 0,992 2,8 31,2 25,0
PEq, y =-0,0007126 € + 0,01951 £ +0,71079 t 0,990 0 29,5 19,7
PE¢, y = - 0,0005465 t* + 0,01277 £ + 0,75627 t 0,989 0 30,6 19,4
PEys y=-0,00268 t* + 0,12404 t*- 0,47489t 0,988 42 28,8 25,2
PEy, y =-0,00237 € + 0,11080 - 0,44581 t 0,991 4.4 29,0 22,5
Global 1¢ y =-0,00200 > + 0,09296 t* - 0,15988 t 0,980 1,8 30,1 24,9
PAys y=-0,00328  +0,14332 - 0,62909 t 0,990 5,0 26,7 22,9
PAs y=-0,00298 t* + 0,13737 t*- 0,69417t 0,992 5.8 28,0 22,8
PA;, y=-0,00328 t + 0,14672 t* - 0,66057 t 0,994 5,1 274 24.6
PAs;, y=-0,00456 2 + 0,19450 - 1,10880t 0,978 6.8 25,2 22,6
5 PAs; y=-0,00362 >+ 0,15789 t*- 0,78464t 0,997 5,7 26,3 22,7
PAss y=-0,00333 £ +0,14191 - 0,50211 t 0,971 3,9 26,5 24,4
PA;, y=-0,00287 £ + 0,12935 - 0,52894 t 0,988 45 27.8 23.6
PAy y=-0,00365t* +0,16194 - 0,83744t 0,987 6,0 26,7 23,6
PA,, y=-0,00305 t* + 0,13568 t*- 0,54558 t 0,985 45 274 242
PAy, y=-0,00309  +0,13854 - 0,57684t 0,995 4.6 27,6 24.6
Global 2¢ 'y =-0,00337 t* + 0,14872 t* - 0,68682t 0,983 52 26,9 235
PE;, y=-0,00173 £} + 0,07368 t* + 0,24659t 0,977 0 30,9 27,0
3 PE¢ y=-0,00139 ! + 0,05057 * + 053271t 0,992 0 28,7 24,1
PEs, y=-0,00166 £ + 0,06182 £ +0,50900t 0,995 0 28,4 26,3
Global 3¢y =-0,00159 3 + 0,06202 t* + 0,42944t 0,985 0 29,1 25,8
PEgg y =-0,00126 £ +0,04024 * + 0,44923t 0,987 0 25.9 16,7

* As temperaturas Gptimas foram estimadas a partir da derivada das equagdes de regressdo ajustadas para cada meio e isolamento; > A
taxa maxima de crescimento foi calculada substituindo t pela temperatura éptima estimada; © Ajuste geral para os 28 isolamentos do
Grupo 1; ¢ Ajuste geral para os 10 isolamentos do Grupo 2; © Ajuste geral para os trés isolamentos do Grupo 3.

96




Capitulo 3: Caracterizagcdo morfoldgica e fisioldgica de isolamentos de Phytophthora spp.

Obtiveram-se trés grupos de isolamentos com padrdes de crescimento diferentes:

Grupo 1 - Inclui 28 isolamentos com uma temperatura minima de crescimento de 2,6°C e éptima de
28,8°C e uma taxa de crescimento maximo de 16,3 mm/dia em meio CMA e temperatura minima
de crescimento de 1,8°C e 6ptima de 30,1°C e uma taxa de crescimento maximo de 24,9 mm/dia
em meio CA, correspondendo a isolamentos com temperaturas Optimas de crescimento altas, que
ndo crescem a 35°C e temperaturas minimas baixas;

Grupo 2 - Compreende 10 isolamentos com uma temperatura Optima de crescimento estimada de
26,2°C em meio CMA e de 26,9°C em meio CA, uma temperatura minima de crescimento de 5,4°C
em meio CMA e de 5,2°C em meio CA e uma taxa de crescimento maximo de 18,3 mm/dia em
CMA e 23,5 mm/dia em meio CA. Este segundo padrdo de crescimento corresponde a isolamentos
que também ndo crescem a 35°C tém temperaturas minimas de crescimento altas, temperaturas
Optimas de crescimento similares nos dois meios de cultura mas mais baixas que no crescimento
Grupo 1;

Grupo 3 - Distingue-se dos restantes por corresponder aos isolamentos que crescem a 35°C (PE,
PEs e PEs;). Tem uma temperatura optima de crescimento estimada de 29,4°C em meio CMA e de
29,1°C em meio CA, uma temperatura minima de crescimento de 0°C nos dois meios de cultura e
uma taxa de crescimento maximo de 26,6 mm/dia em CMA e 25,8 mm/dia em meio CA. Estes
isolamentos correspondem ao tipo morfoldgico B referido em 3.3.1. e sdo os Unicos que t€m taxa

de méaxima de crescimento didria maior no meio de cultura CMA.

O isolamento PEgs ndo se incluiu em nenhum dos padrdes de crescimento por apresentar valores
que ndo se ajustaram bem a nenhum padrfo, apresentando taxas de crescimento mais baixas do que

as dos restantes isolamentos.

A partir dos polinémios construiram-se curvas de crescimento para os 28 isolamentos do padrio de
crescimento do Grupo 1, para os 10 isolamentos do padrdo de crescimento do Grupo 2 e para os
trés isolamentos do padrdo de crescimento do Grupo 3, nos dois meios de cultura, CMA e CA

(Figura 3.6). Os ajustes das curvas, parametros e equagdes globais aparecem no Anexo IV: 5.; 6.
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Figura 3.6 - Curvas de crescimento dos isolamentos nos meios de cultura CMA e CA.
a) e d) Curvas de crescimento de 28 isolamentos (Grupo 1); b) e e) Curvas de
crescimento de 10 isolamentos (Grupo 2); c) e f) Curvas de crescimento dos
isolamentos PE;,, PE;s ¢ PEs, (Grupo 3). As setas indicam a temperatura ptima
estimada: a) 28,8°C; b) 26,2°C; ¢) 29,4°C; d) 30,1°C; e) 26,9°C e f) 29,1°C.

3.3.6. Identificacdo dos isolamentos

Todos os isolamentos estudados produziram em meio liquido de extracto de solo esporingios ndo
papilados, persistentes e em posicdo terminal no esporangiéforo. Os isolamentos em que se
conseguiram observar as estruturas sexuadas resultaram ser heterotalicos do mating type A2 com
odsporos plerdticos e anteridios anfigineos. Com estas caracteristicas todos os isolamentos estdo

incluidos no Grupo VI de Waterhouse (1963).
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As caracteristicas observadas nos isolamentos em meio de cultura CA do Grupo 1, do Grupo 2 e no
isolamento PEgs foram: morfologia da colénia a 20°C de tipo petalado, com micélio aéreo
esbranquicado, muito abundante e cotonoso, formacgdo de dilatagdes nas hifas (hyphal swellings)
em meio s6lido, de forma esférica, intercalares ou terminais e em racimos correspondendo as
morfologias A e C (3.3.1.), esporingios de forma ovéide-elipséide, oogdnios esféricos, de parede
lisa com odsporo plerético e anteridio anfiginio, com temperaturas Optimas de crescimento acima
de 25°C, ndo crescendo a 35°C. Estas caracteristicas correspondem as descritas por Stamps et

al. (1990) e por Erwin e Ribeiro (1996) para a espécie P. cinnamomi Rands.

As caracteristicas exibidas pelos isolamentos do Grupo 3 (PE,, PE s e PEs;) foram: morfologia da
colénia em meio de cultura CA do tipo crisantemo com micélio aéreo esbranquigcado, levemente
cotonoso, ndo muito abundante, correspondendo a morfologia B (3.3.1.), esporingios elipsdides e
com forma de limao, dilatacdes nas hifas, sé observadas em meio liquido, agrupadas em racimos, e
com uma temperatura éptima de crescimento estimada maior que 29°C, com crescimento a 35°C.
Estas caracteristicas ajustam-se melhor as descritas pelos autores, anteriormente referidos, para a

espécie P. drechsleri Tucker.

3.4. DISCUSSAO

Dos isolamentos obtidos de raizes e solo da rizosfera de sobreiros e azinheiras de Portugal e
Espanha, os grupos morfolégicos identificados como P. cinnamomi foram os que se isolaram
maioritariamente. Na zona de Huelva em Espanha, além de P. cinnamomi foi isolado de amostras
de raiz e solo P. drechsleri. Esta espécie ja tinha sido isolada do solo da rizosfera de azinheiras
(Sanchez et al. 2002b; Caetano ef al. 2004) e de raiz de azinheiras afectadas com declinio em

Huelva (Caetano et al. 2004).

As caracteristicas morfoldgicas do micélio permitiram distinguir trés grupos de isolamentos que
foram equivalentes nos dois meios de cultura estudados. Em relagdo a forma do micélio também se
puderam observar diferengas que pareciam, de uma forma geral, estar associadas ao hospedeiro.
Estas diferencas também foram referidas por Sanchez er al. (2000a; 2003b) e estavam igualmente
associadas ao hospedeiro. As variagdes morfoldgicas desta espécie ndo sdo devidas a recombinagao
inerente a reproducdo sexuada uma vez que € uma espécie heterotdlica e o mating type Al ndo
existe na Europa (Erwin e Ribeiro 1996). No entanto estas variacdes morfoldgicas que evidenciam
a existéncia de diferentes grupos ndo correspondem a diferengas patogénicas (ver Capitulo 5). O

grupo de isolamentos identificados como P. drechsleri ndo apresentava dilatacdes das hifas.
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A morfologia dos esporangios dos isolamentos estudados coincide com a descrita por Erwin e
Ribeiro (1996) para ambas as espécies identificadas. Destaca-se uma muito elevada percentagem
de esporangios com dpice truncado. Esta caracteristica foi observada em outros isolamentos, de
P. cinnamomi procedentes de Quercus da zona de Andaluzia (Sdnchez et al. 2002b; 2005) e de
Portugal (Moreira-Marcelino 2001), isolamentos de P. drechsleri procedentes de Pinus halepensis
(Séanchez et al. 2002a), isolamentos de P. megasperma procedentes de oliveira (Sdnchez et
al. 2001) e de grio-de-bico (Cicer arietinum L.) (Rodriguez-Tello 1994) e isolamentos de
P. cryptogea procedentes de azinheira (Sdnchez et al. 2005).

As dimensdes dos esporangios observadas neste estudo estdo dentro da gama indicada para
P. cinnamomi por Haasis et al. (1964); Domsch et al. (1980) e Erwin e Ribeiro (1996) e das
medidas observadas em isolamentos provenientes de Quercus de Andaluzia (Sanchez et al. 2003b)
e de Portugal (Moreira-Marcelino 2001). No entanto, sdo ligeiramente superiores as encontradas
por Sanchez et al. (2005) para isolamentos de P. cinnamomi provenientes de plantas de azinheiras
de viveiros florestais andaluzes. Nos isolamentos em que foi possivel medir o tamanho do poro,
este apresenta dimensdes muito maiores que as indicadas por Stamps et al. (1990).

O tnico isolamento identificado como P. drechsleri em que foi possivel medir as dimensdes dos
esporangios, apresentou valores mais pequenos que os observados para P. cinnamomi. Estes
valores foram também menores do que os encontrados por Sanchez et al. (2005), no entanto, foram
semelhantes aos valores mais baixos indicados por Erwin e Ribeiro (1996) para a espécie

P. drechsleri.

Embora se tenham observado clamidésporos em praticamente todos os isolamentos, estes foram
especialmente abundantes em meio de cultura s6lido nos isolamentos que foram identificados como
P. drechsleri. Os resultados mostraram clamidésporos de dimensdes superiores as descritas por

Erwin e Ribeiro (1996) para esta espécie.

Somente foi possivel medir as dimensdes das estruturas de reprodugdo sexuada em alguns
isolamentos identificados como P. cinnamomi. As medidas encontradas para o didmetro do osporo
e comprimento do anteridio estdo dentro dos valores indicados por Erwin e Ribeiro (1996) e dos
encontrados por Sanchez er al. (2005). Neste estudo o didmetro do odsporo foi superior ao
observado por Lopez-Herrera e Pérez-Jiménez (1995) em isolamentos provenientes de abacateiro,
no entanto o comprimento do anteridio foi menor. A espessura da parede do odsporo também foi
semelhante a encontrada por Sénchez et al. (2005) para os isolamentos de P. cinnamomi, contudo,

foi bastante superior a indicada por Domsch et al. (1980) para esta espécie.

Os isolamentos identificados como P. cinnamomi apresentam dois padrées de crescimento

distintos: um com temperaturas minimas baixas (préximo de 2°C) e temperaturas Optimas altas
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(30,1°C) (Grupo 1); outro com temperaturas minimas mais altas (acima de 5°C) e temperaturas
Optimas mais baixas (26,9°C) em meio CA (Grupo 2). As temperaturas minimas encontradas neste
estudo foram mais baixas que as referidas por Sanchez et al. (2003b) para isolamentos de
P. cinnamomi provenientes de sobreiros e azinheiras da zona de Andaluzia e isolamentos
provenientes de plantas de azinheira de viveiro (Sdnchez et al. 2005).

A temperatura ptima de crescimento (30,1°C) do padrdo Grupo 1 € mais alta que a indicada por
Erwin e Ribeiro (1996) para esta espécie, mas estd dentro dos valores indicados por Domsch et
al. (1980) e Zentmyer (1980). Além disso, esta temperatura favorece a invasdo dos tecidos por
P. cinnamomi (Shearer e Tippet 1989). Valores igualmente altos de temperatura Optima de
crescimento para esta espécie foram referidos por Sanchez er al. (2002b) para isolamentos
procedentes de azinheiras da zona de Huelva. A temperatura 6ptima de crescimento do padrdo
Grupo 2, embora relativamente alta, aproxima-se mais a encontrada por Sanchez et al. (2003b) para
isolamentos de P. cinnamomi provenientes de sobreiros e azinheiras da zona de Andaluzia e
isolamentos procedentes de plantas de azinheira de viveiro (Sdnchez et al. 2005).

O isolamento PEys apresentou um padrdo distinto de crescimento, com temperaturas minima e
Optima de crescimento mais baixas além de uma taxa de crescimento maxima didria menor do que

a dos restantes isolamentos.

Os isolamentos dos padrdes de crescimento do Grupo 1 e Grupo 2 apresentam taxas de crescimento
maximo didrio elevadas, embora os isolamentos com temperatura 6ptima mais baixa mostrem taxas
maximas de crescimento didrio ligeiramente mais baixas. Isolamentos provenientes de Australia
mostraram taxas de crescimentos muito mais baixas a 25°C (Shepherd e Pratt 1974), que os

encontrados neste estudo, inclusivé para o isolamento PE.

Este estudo indica uma grande diversidade fisioldgica dos isolamentos de P. cinnamomi e sugere
uma adaptacdo do patogénio as condi¢des climatéricas predominantes na regido. De facto, os
isolamentos incluidos no padrdo de crescimento Grupo 1, com elevadas temperaturas optimas de
crescimento e minimas baixas, s@o provenientes da zona Sul de Portugal e do Oeste da Andaluzia;
os isolamentos incluidos no padrdo de crescimento do Grupo 2, com temperaturas menos elevadas
de crescimento 6ptimo e minimas mais altas, procedem da zona Centro de Portugal e do Sul de
Andaluzia.

A formacdo destes grupos foi também sugerida pelo estudo dos isolamentos por AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (dados ndo mostrados). Efectivamente, os resultados da andlise
molecular detectaram duas populacdes de P. cinnamomi que afectam os Quercus spp. na Peninsula
Ibérica: uma, constituida pelos isolamentos do Sul de Portugal e Sudoeste de Espanha, que

correspondem aos do Grupo 1 anteriormente referido; a outra, pelos isolamentos da parte Oriental
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desta drea geogrifica, ou seja, onde se incluem os do Grupo 2 definido pelo comportamento dos

isolamentos em cultura (Caetano 20006).

Os isolamentos identificados como P. drechsleri cresceram a todas as temperaturas estudadas, ao
contrério dos isolamentos identificados como P. cinnamomi que ndo cresceram a 35°C. Isto estd de
acordo com os valores indicados por Erwin e Ribeiro (1996) para estas espécies. Estes isolamentos
apresentam curvas de crescimento bastante parecidas entre si, com temperaturas Optimas de
crescimento superiores a 29°C. Este valor estd dentro do intervalo indicado para esta espécie por
Erwin e Ribeiro (1996), embora seja mais elevado do que o valor observado para isolamentos de
P. drechsleri provenientes de plantas de azinheira de viveiro (Sdnchez et al. 2005). Os valores de
temperatura minima de crescimento encontrados neste estudo sdo mais baixos que os encontrados
por Sanchez et al. (2005) para isolamentos procedentes de viveiro, sugerindo também uma

adaptacdo dos isolamentos as condi¢des de campo, diferentes das condigdes de viveiro.
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CAPITULO 4

PATOGENICIDADE DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM QUERCUS SUBER E (). ROTUNDIFOLIA

4.1. INTRODUCAO

De entre os factores mais importantes a considerar em estudos de patogenicidade, referem-se a

natureza e quantidade de indculo.

No caso das doencas radiculares o conceito de indculo potencial é de importincia fundamental
quando se pretende induzir experimentalmente a doenca no hospedeiro. Garrett, na década de 60 do
século XX, definiu ente conceito como a energia minima que o patogénio necessita para vencer a
resisténcia do hospedeiro (Garrett 1970; Ferraz 1990).

No caso concreto de experiéncias em condi¢des controladas, o inéculo deve ser o mais parecido
com o que ocorre na natureza (Hiiberli et al. 2002). Para tal, serd necessario escolher um meio
minimamente rico em nutrientes para que o patogénio obtenha a energia necessdria para causar

infeccgdo.

Lopes-Pimentel (1945, 1946, 1947), que havia isolado pela primeira vez em Portugal P. cinnamomi
a partir de Castanea sativa, Q. suber, Q. robur, Juglans regia e Betula alba, ndao conseguiu
reproduzir a doenca em Q. suber e J. regia que cresciam em solo artificialmente infestado.
Também Moniz et al. (1996) ndo lograram provar a patogenicidade de P. cinnamomi em sobreiros.
O insucesso destes autores em conseguir a infeccdo por P. cinnamomi foi possivelmente devido ao
tipo de inéculo utilizado ndo ser o mais adequado ou a quantidade de inéculo ndo ter sido
suficiente.

O meio usado por estes autores para a preparagdo foi gelose de extracto de batata que € constituido
por um elevado teor de hidratos de carbono. Este extracto colonizado por P. cinnamomi, quando
incorporado no solo, € rapidamente invadido por microrganismos com elevada capacidade de
competicdo saprofitica, que inibem a actividade patogénica do fungo.

A quantidade de inéculo € outro dos factores importantes a considerar em estudos de
patogenicidade. Esta quantidade ndo deve ser tdo pequena que ndo seja capaz de induzir doenga,
nem tdo grande que iniba ou mascare a resisténcia do hospedeiro (MclIntyre e Taylor 1976; Eye et

al. 1978; Bowers e Mitchell 1991). Virios autores referem que devem ser ensaiadas diferentes
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concentracdes de in6culo para uma melhor caracterizacio da relacdo entre a densidade de indculo e
a infeccdo da raiz (Mclntyre e Taylor 1976; Fraedrich et al. 1989; Milholland et al. 1989). Além
disso, deve-se procurar que as condicdes em que decorrem as experiéncias se aproximem o mais
possivel das condi¢des de campo.

Trabalhos realizados por Rodriguez-Molina et al. (2002, 2005) revelam a importancia que este
factor desempenha na dindmica da doenca. Estes autores verificaram que em solos infestados com
P. cinnamomi, na zona da Estremadura em Espanha, as sementes de azinheiras ndo conseguiram
germinar ou morreram ao fim de poucos dias e as de sobreiro, embora tenham germinado, deram
origem a plantulas que na sua grande maioria morreram, o que denota a presenca no solo de uma

elevada quantidade de in6culo.

A populagdo de P. cinnamomi é essencialmente constituida por clamidésporos e odsporos,
estruturas de repouso que sobrevivem no solo durante periodos mais ou menos longos. Quando
estas estruturas sdo estimuladas pela proximidade de raizes de um hospedeiro, germinam e dao
origem as primeiras infecgdes. Uma vez estas infecgdes terem tido lugar, sucessivas geragdes de
zodsporos se formam. A probabilidade de raizes jovens entrarem em contacto com estes esporos
aumenta, possibilitando a ocorréncia de multiplas infec¢des secundarias. Estas infeccdes ddo, por

sua vez, origem a novas geracdes de zoOsporos e assim sucessivamente.

A flutuacdo da populagdo de um patogénio estd muito dependente das condicdes locais, ambientais
e da presenca de hospedeiros susceptiveis (Hansen 1999).

Na Austrdlia existem zonas infestadas com P. cinnamomi onde todas as plantas de regeneracdo
natural de Eucalyptus obliqua morrem (Kennedy e Weste 1986) mas hé locais menos favoraveis a
doenga, onde apenas se verifica uma redug¢do no desenvolvimento das plantas desta espécie (Marks
e Tippett 1978; Weste 1980). Noutros locais, antes altamente infestados, verifica-se mesmo uma
regeneracdo de hospedeiros susceptiveis (Shearer e Dillon 1996), indicando uma redugdo da
quantidade de in6culo ou da sua capacidade infecciosa. Também ha que considerar, a actividade da
flora microbiana do solo que interactua com P. cinnamomi e as caracteristicas dos solos que podem
promover ou suprimir a sua actividade e consequentemente a severidade da doenga (Weste e Marks

1987).

Além da natureza e quantidade de indculo, o substrato é, em doengas com origem no solo, um
importante factor a considerar, visto que determina directamente a interac¢do entre o patogénio e as
raizes do hospedeiro. Por este facto, diferentes tipos de substrato foram testados para determinar

qual o mais favoravel a manifestacdo da doenca causada por P. cinnamomi.
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Recentemente, vdrios autores conseguiram demonstrar a patogenicidade de P. cinnamomi em
sobreiros e azinheiras, em condi¢des controladas (Moreira et al. 1997; Sanchez et al. 2000a, 2002b,
2005) e de campo (Tuset et al. 1996).

Neste capitulo prosseguem-se estes estudos de patogenicidade procurando reproduzir, em
condi¢des controladas, os sintomas da doenga do declinio em plantas jovens de sobreiro e
azinheira. Assim, os objectivos foram: a) escolher um método de infestacdo expedito capaz de
induzir sintomas da doenga; b) apreciar a sensibilidade de diferentes métodos de avaliagdo da
severidade de sintomas; c) determinar a patogenicidade de isolamentos de Phytophthora spp.
pertencentes a grupos morfolégicos diferentes; d) avaliar a influéncia do tipo de substrato na

infeccdo; e) estudar a influéncia da concentragdo de in6culo na severidade de sintomas.

4.2. EXPERIENCIAS SOBRE PATOGENICIDADE

4.2.1. Efeito do método de infestacao em Quercus suber e Q. rotundifolia (Experiéncia 4.A)

Para estudar o melhor método de infestacdo de plantas realizou-se uma experi€ncia em que se
utilizou um isolamento procedente de sobreiro (PAj;) e um isolamento procedente de azinheira
(PEys) para infestar plantas de sobreiro e azinheira de 12-18 meses de idade provenientes de um
viveiro comercial. Nesta experi€ncia foram utilizados os isolamentos PAj, e PE,s escolhidos
aleatoriamente entre os isolamentos de P. cinnamomi pertencentes a colec¢do micoldgica do
Departamento de Agronomia da ETSIAM - Universidade de Cérdoba, referida no Capitulo 2 em
2.2.3.

Os isolamentos utilizados nesta e nas experiéncias seguintes foram sistematicamente inoculados em
maca e a seguir reisolados, para recuperar a patogenicidade eventualmente perdida, durante a sua
conservagdo no frio em tubos com meio de cultura e cobertos com parafina. Para cada isolamento
utilizou-se uma maca da variedade Granny Smith em estado inicial de maturagdo e com a superficie
intacta, na qual se faziam trés incisdes em locais equidistantes. Em cada incisdo introduziu-se um
disco de agar com micélio do fungo e selava-se com parafilme de modo a evitar a perda de
humidade. As macés incubaram-se a 22-23°C durante aproximadamente 5-6 dias, ao fim dos quais
se podiam ver, a volta das incisdes, necroses tipicas, com textura firme. Da zona de transicdo entre
as necroses e o tecido sdo, retiraram-se pequenas frac¢des da polpa do fruto que se colocaram em
placas de Petri com meio selectivo PARPH. Das colénias que se desenvolveram neste meio,
transferiam-se pequenas porcdes de micélio para placas de Petri de 9 cm de didmetro com meio de
cultura CA que se incubaram durante 5 dias no escuro a 22°C. Foi a partir das colénias assim

obtidas que se preparou o indculo para infestar as plantas.
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Avaliaram-se dois tipos de indculo: em meio sélido VAV (Vermiculite-graos de aveia-sumoV8)

(Wilcox e Mircetich 1985) modificado, e em suspensio aquosa (Dhingra e Sinclair 1995).

4.2.1.1. Infestacdo com inéculo solido

Preparagdo do inéculo

O meio solido utilizado foi o VAVSE modificado, substituindo o sumo de vegetais V8 por extracto
de cenoura. Para cada isolamento a ensaiar preparou-se um baldo Erlenmeyer com 400 ml de
vermiculite lavada e 32 ml de grios de aveia que foram demolhados durante 2 h. Os baldes
esterilizaram-se em autoclave a 1 kp/cm” durante 20 min.

Posteriormente preparou-se outro baldo Erlenmeyer com 1 1 de extracto de cenoura (CA) seguindo
o procedimento descrito em 2.2.3. até a primeira esterilizacdo. Depois de passar uma noite no
escuro, adicionou-se o extracto de cenoura aos baldes com vermiculite-aveia a razdo de 240 ml por
baldo. De seguida esterilizaram-se os baldes 0,7 kp/cm” em autoclave durante 15 min. Uma vez
arrefecidos, procedeu-se a inoculacdo, adicionando separadamente a cada baldo, metade do
contetido de uma placa de Petri de 9 mm, em que cresceu o isolamento correspondente.

Os baldes incubaram-se no escuro a 22°C durante 30 dias e agitaram-se manualmente cada

3-4 dias.

Infestacdo do substrato

O substrato utilizado consistiu numa mistura de areia, limo e turfa (1:1:1 em volume) (Trapero e
Jiménez 1985), complementada com super fosfato (4,2 g/l), nitrato de potdssio (458 ppm),
carbonato de célcio (250 ppm), sulfato de magnésio (250 ppm) e carbonato de magnésio
(150 ppm). Uma vez transcorrido o tempo de incubacio, o contetido dos baldes correspondente a
cada isolamento misturou-se com o substrato a razdo de 35 ml de indculo por litro. A mistura
realizou-se manualmente num tabuleiro previamente desinfestado com uma solugdo de lixivia

comercial (50g de cloro activo/l) a 10%.

As plantas, adquiridas num viveiro comercial, foram transferidas dos tabuleiros com alvéolos onde
se encontravam, para vasos de pldstico com as dimensdes de 13 x 13 x 19 cm (aproximadamente
3 1 de volume), contendo o substrato infestado. Estes vasos foram previamente desinfestados por
imersdo numa solucdo comercial de lixivia a 10%. Para as plantas testemunhas procedeu-se da
mesma forma, excepto que se utilizou o mesmo substrato ndo infestado. Todas as plantas eram
regadas imediatamente a seguir a transplantacgdo.

Prepararam-se 6 vasos com substrato infestado por espécie e isolamento e 0 mesmo nimero dos

correspondentes vasos para as testemunhas.
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4.2.1.2. Infestacio com in6culo em suspensao aquosa

Preparagdo do inéculo

Para a preparacdo da suspensdo aquosa de P. cinnamomi transferiram-se discos de agar de culturas
puras, de cada um dos isolamentos, para placas de Petri de 9 cm de diametro, com 20 ml de meio
de extracto liquido de cenoura. Para a preparacdo deste meio seguiram-se as indicacdes descritas no
ponto 2.2.3. na preparacdo do extracto de cenoura-agar (CA) mas neste caso ndo se adicionou agar
para que o meio resultasse liquido. As placas foram seladas com parafilme e incubadas a 22°C no
escuro durante 30 dias. Decorrido este periodo, o micélio tinha crescido e ocupava toda a drea da
placa de Petri. Através da observacgdo das placas de Petri ao microscopio invertido e da realizagdo
de preparacdes microscopicas de micélio corado com fucsina dcida em lactoglicerol (0,01%),
comprovou-se a presenca de grande nimero de clamiddsporos.

O micélio separou-se do meio nutritivo por filtracio e lavou-se abundantemente com d4gua
desionizada. Seguidamente foi suspendido em 4gua desionizada e triturado num liquidificador
eléctrico durante 3 min de forma a obter-se uma suspensdo aquosa de micélio e clamiddsporos

numa propor¢ao de 3 placas de Petri /100 ml de dgua.

Infestacdo das plantas

A infestacdo das plantas, provenientes do mesmo viveiro e com a mesma idade que as anteriores,
realizou-se aplicando directamente sobre o torrdo, constituido pela terra e raizes de cada uma das
plantas, 100 ml de indculo, de forma a que todo o conjunto ficasse embebido com a suspensdo
aquosa de micélio. A transplantagdo das plantas para vasos, previamente lavados com lixivia a
10%, realizou-se conforme o indicado por Moreira et al. (1997). Assim, no fundo de cada vaso
(13 x 13 x 25,5 cm) colocou-se uma pequena quantidade do substrato referido em 4.2.1.1.
formando uma camada de aproximadamente 2 cm de altura. Sobre essa camada, colocou-se na zona
central do vaso, um tubo de pléstico, com cerca de 10 cm de didmetro e 25 cm de altura. O espago
compreendido entre as paredes interior do vaso e exterior do cilindro foi preenchido com o
substrato. No interior do cilindro colocou-se uma planta com o respectivo torrdo intacto, que foi
entdo impregnado com 100 ml da suspensdo aquosa de inéculo. Desta forma, toda a quantidade de
inéculo ficou contida na zona central do vaso. Finalmente, encheu-se todo o espago restante no
interior do cilindro com substrato, de modo a cobrir completamente o torrdo. Seguidamente retirou-

se o tubo com cuidado, de forma a causar a minima perturbagao.
As plantas testemunhas foram tratadas da mesma forma que as plantas infestadas, excepto que os

torrdes foram embebidos com 100 ml de 4dgua desionizada. Todas as plantas foram regadas de

imediato a seguir a transplantagao.
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4.2.1.3. Condicoes de desenvolvimento da experiéncia

Tanto os vasos com substrato infestado com inéculo em meio s6lido, como os vasos com plantas
infestadas com a suspensdo aquosa, colocaram-se em tabuleiros (80 x 50 x 20 cm), previamente
lavados com lixivia a 10%. Em cada tabuleiro sé se colocaram vasos com a mesma espécie de
planta, o0 mesmo isolamento e o mesmo tipo de indculo, para evitar contamina¢des cruzadas. As

plantas testemunhas colocaram-se em tabuleiros separados.

Todas as plantas foram mantidas numa camara de crescimento com 14 h/dia de luz, 19-24°C de
temperatura e 49-87% de humidade relativa, onde se regaram e pulverizaram com 4gua durante a
primeira semana para se restabelecerem da transplantacio.

Apbs este periodo, os vasos nos tabuleiros foram parcialmente inundados, de forma que o nivel da
dgua se situasse 2-3 cm abaixo da superficie do substrato nos vasos. Os vasos mantiveram-se nestas
condi¢des durante toda a experiéncia. O nivel da dgua nos tabuleiros foi mantido adicionando

periodicamente a dgua perdida por evapotranspiragdo (Sanchez et al. 2002b).

A experiéncia deu-se por concluida 4 semanas apds a inundacdo dos vasos, tempo necessario para
que as plantas infestadas apresentassem sintomas de doenga na parte aérea. Nessa altura, retiraram-
se as plantas dos vasos e lavaram-se cuidadosamente com dgua corrente para remocao de toda a

terra das raizes.

4.2.1.4. Avaliacao da severidade de sintomas

Uma vez terminada a experiéncia, procedeu-se a avaliacdo visual da severidade dos sintomas, tanto

na parte aérea como na raiz. Esta avaliacdo realizou-se segundo uma escala de 0-4 valores,

previamente utilizada em trabalhos com grdo-de-bico (Trapero e Jiménez 1985; Trapero et

al. 1990) e oliveiras (Sanchez ef al. 1998a). A descri¢do da escala indica-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Escala para avaliacdo da severidade de sintomas nas plantas

VALOR DA SEVERIDADE PROPORCAO l?A PLANTA. AFECTADA
(parte aérea ou radicular)
0 0 % (plantas sem sintomas)
1 1-33%
2 34-66%
3 67-99%
4 100% (parte aérea ou raiz morta)
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Também se utilizaram valores intermédios em funcdo da gravidade dos sintomas: 0.3 = leve,

0.5 = moderado, 0.7 = grave.

4.2.1.5. Reisolamento do patogénio a partir de raizes

No final da experiéncia, depois de realizar a avaliagdo dos sintomas, fizeram-se tentativas de
reisolamento de P. cinnamomi a partir das raizes, para verificar se estavam ou nao infectadas. Para
isso, recolheram-se amostras de raizes de todas as plantas de cada tratamento e das plantas
testemunhas. Para o processamento das amostras em laboratério seguiu-se o processo descrito em
2.2.3. Utilizaram-se seis placas de Petri com meio selectivo PARPH por cada tratamento, incluindo
as plantas testemunha (seis segmentos de raiz/placa de Petri). Ao fim de 3-4 dias procedeu-se a

quantificacdo das colénias desenvolvidas e sua identificagdo.

4.2.1.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental consistiu em seis repeticdes por espécie de planta, isolamento
utilizado e tipo de in6culo. A unidade experimental foi o vaso com uma planta.

Aos valores da severidade de sintomas na parte aérea e radicular, aplicou-se a andlise global de
variancia utilizando o programa Statistix (Analytical Software 2000). Os valores médios de
severidade de sintomas nos diferentes tratamentos compararam-se entre si ¢ com as testemunhas
mediante o teste LSD (minima diferenca significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie
1985). Também se realizaram, para cada espécie de planta, andlises individuais da variancia e

comparacao dos valores médios para cada tratamento.

4.2.1.7. Resultados

Na Figura 4.1 apresenta-se o aspecto geral das plantas no final da experiéncia. Os sintomas foliares
observados nas infestagdes artificiais consistiram em clorose e murchiddo das folhas, reducdo do
crescimento da planta e desfoliacdo. O sistema radicular apresentou-se com escassas raizes
absorventes e necroses mais ou menos extensas nas raizes que ainda permaneciam unidas a raiz

principal. Em nenhum caso se observou esta sintomatologia nas plantas testemunhas.
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Figura 4.1 - Sintomas na parte aérea e radicular em plantas de sobreiro e azinheira infectadas com
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Phytophthora cinnamomi: sobreiros (a) e azinheiras (b) submetidos a encharcamento
continuo; pormenor de sobreiros (c) e azinheiras (d) dentro dos vasos (a esquerda
plantas testemunha, a direita plantas infestadas); sobreiros (e) e azinheiras (f) com
sistema radicular visivel (da esquerda para a direita: planta testemunha, infestada com
inéculo sélido e infestada com inéculo liquido).
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Os valores médios da severidade de sintomas na parte aérea e radicular, correspondentes as
diferentes espécies de plantas, isolamentos e métodos de infestacdo ensaiados, assim como, a
comparacdo de médias, indicam-se na Tabela 4.2. As andlises de varidncia e as comparagdes de

médias correspondentes a este ensaio apresentam-se no Anexo V: A.

Tabela 4.2 - Efeito do método de infesta¢@o na patogenicidade de isolamentos de
Phytophthora cinnamomi em plantas jovens de sobreiro e azinheira

Severidade média de sintomas !
Planta Isolamento Inéculo
Parte aérea Parte radicular
Liquido 40 a 40 a
PA 9 £
_ ? Sélido 39 a 40 a
Sobreiro Liquido 38 a 3,3 bc
PEas Sélido 22 be 27 od
Test. > - 3,0 ab 22 d
Liquido 40 a 3,8 ab
PA Solido 17 od 33 abc
S Liquido 38 a 3,5 ab
A h £ E)
Zmhetra PEos Sélido 3,0 ab 3.8 ab
Test. > - 1,2 d 1,3 e

* A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%,
3 =67-99, 4 = 100% de tecido afectado; > Testemunha; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra comum
ndo mostraram diferengas significativas segundo o teste LSD (Diferenga Minima Significativa) de Fisher para
P =0,05 (Steel e Torrie 1985).

Pela andlise global da variancia verificou-se que as plantas infestadas apresentaram uma severidade
de sintomas nas raizes claramente superior as testemunhas, o que mostra o elevado caricter
patogénico de ambos os isolamentos. O isolamento PA|, induziu uma severidade de sintomas
significativamente superior a causada pelo isolamento PEys.

Relativamente aos métodos de infestacio os resultados mostram que ndo ha diferencas
significativas entre a severidade de sintomas manifestados pelos sistemas radiculares de sobreiros e

azinheiras infestados com os dois métodos.

Quanto a andlise global de varidncia para a avaliagdo da severidade se sintomas na parte aérea,
verificou-se igualmente que as plantas infestadas encontravam-se mais afectadas do que as
testemunhas, ndo existindo no entanto, diferencas entre os dois isolamentos utilizados. Neste caso,
as plantas infestadas com indculo em suspensdo aquosa apresentaram maior severidade de sintomas
na parte aérea, ainda que os sistemas radiculares das plantas infestadas com ambos os métodos se
encontrassem igualmente muito afectados. Para este resultado terd eventualmente contribuido a
maior velocidade de destruicdo de raizes das plantas infestadas com indculo liquido. Com efeito, o

in6culo ao dispersar-se mais facilmente pelo sistema radicular conduziu a uma infec¢do
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generalizada e a uma rapida destruicio das raizes. Este facto terd permitido que, no curto periodo
em que a experiéncia decorreu, os danos verificados nas raizes tivessem tido oportunidade de se
reflectirem na parte aérea. Pelo contrario, nas plantas infestadas com in6culo sélido, a infeccao ter-
se-4 processado mais lentamente, pelo que a destruicdo das raizes ndo terd sido tdo rapida. Os
sistemas radiculares destas plantas puderam assim, manter raizes funcionais durante mais tempo, o

que conduziu a uma manifestacdo menos expressiva de sintomas na parte aérea.

Pela observacdo da Tabela 4.2 também se verifica que os sistemas radiculares das plantas
testemunhas se mostraram ligeiramente afectados, o que denota a sensibilidade destas espécies ao

encharcamento.

Phytophthora cinnamomi reisolou-se a partir das raizes com sintomas, independentemente do
isolamento, do método de infestagdo utilizado e da espécie de planta, em percentagens que

variaram entre 13 e 80%. Das plantas testemunhas néo se reisolou o patogénio.

Como ambos os métodos de infestacdo conduziram a resultados semelhantes relativamente a
manifestacdo de sintomas nas raizes de sobreiros e azinheiras, passou-se a utilizar o método de

infestacdo com suspensdo aquosa do patogénio, por ser este 0 método menos laborioso.

4.2.2. Métodos de avaliacao da severidade de sintomas e influéncia do tipo de substrato na

infeccio de sobreiros e azinheiras por Phytophthora cinnamomi

4.2.2.1. Infestaciio das plantas sem remocao da terra das raizes, em abrigo (Experiéncia 4.B)

As plantas utilizadas nesta experiéncia foram sobreiros e azinheiras de 9-12 meses de idade,

procedentes de um viveiro comercial.

Utilizaram-se dois tipos de substrato. Um solo procedente da Finca La Conchuela, herdade com
oliveiras situada numa zona de leziria préximo de Cérdoba, Espanha. Este solo € do tipo argiloso,
com uma textura de 14:34:52 (areia: limo: argila), contendo 1.29% de matéria organica oxidavel,
3 ppm de fésforo assimildvel, 285 ppm de potéssio assimildvel e 32% de carbonatos totais (Cuesta
1999). O outro substrato foi a mistura referida em 4.2.1.1.

Dado que em trabalhos anteriores se detectou P. megasperma no solo procedente da herdade La
Conchuela (Sanchez et al. 1998b; 2003a), ambos os substratos foram esterilizados duas vezes em

autoclave a 1.25 Kp/cm” durante 1,5 h.
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Utilizaram-se dois isolamentos escolhidos aleatoriamente da coleccdo micoldgica referida em

2.2.3, um procedente de sobreiro, PA,, e outro de azinheira PE,;.

As plantas utilizadas foram retiradas dos seus recipientes originais, pesadas individualmente numa
balanca e o seu peso anotado. Este valor era o peso da parte aérea da planta, da parte radicular e do
substrato que estava aderente as raizes no alvéolo onde crescia a planta.

Para a infestacdo utilizou-se como in6culo uma suspensdo aquosa de micélio e clamidésporos de
cada um dos isolamentos. A preparacio do indculo, a infestacdo das plantas e o seu
acondicionamento processou-se segundo o descrito em 4.2.1.2.

Depois de infestadas, todas as plantas foram colocadas em tabuleiros numa cdmara de crescimento,
a 18°C, as escuras, onde permaneceram durante uma primeira semana para se recomporem da
transplantacdo, tendo sido regadas e pulverizadas com agua.

Ao fim deste tempo colocaram-se os tabuleiros com as plantas num abrigo ao ar livre. Em cada
tabuleiro s6 se colocaram vasos com a mesma espécie, 0 mesmo isolamento e o mesmo tipo de
substrato. As plantas testemunhas colocaram-se em tabuleiros separados.

Registaram-se a altura, o didmetro do caule e a quantidade de clorofila de duas a oito folhas
adultas, bem desenvolvidas, de cada planta. A altura das plantas foi medida com uma régua e o
didmetro do caule com um paquimetro. Para a determinagdo da clorofila utilizou-se o0 SPAD-502

Chlorophyll Meter, que mede a intensidade de cor verde nas folhas.

Depois de 3-4 dias no abrigo, as plantas foram submetidas a saturacdo hidrica do solo durante
2 dias sucessivos por semana, inundando os vasos nos tabuleiros de forma que o nivel de dgua se
situasse 2-3 cm abaixo da superficie do solo nos vasos. Findo esse periodo, os vasos eram retirados
dos tabuleiros e deixados a escorrer até serem inundados novamente na semana seguinte (Figura

4.2).
A experiéncia deu-se por concluida ao fim de 3 meses, apds a primeira inundagdo dos vasos,

quando as plantas infestadas comecaram a mostrar sintomas da doenc¢a nas folhas. Durante o tempo

em que decorreu a experiéncia a temperatura média variou entre 10,4 e 28,2°C.
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Figura 4.2 - Experiéncia de patogenicidade em abrigo: a) plantas submetidas a encharcamento
2 dias sucessivos por semana; b) as mesmas plantas fora de dgua.

No final da experiéncia foram novamente registados a altura, o didmetro e o teor de clorofila de
cada planta. Seguidamente as plantas foram retiradas dos vasos e as suas raizes lavadas
cuidadosamente com &dgua corrente, retirando-lhes as particulas de terra aderentes. De imediato
pesou-se, cada uma das plantas. De seguida procedeu-se a avaliagdo da severidade dos sintomas
segundo a escala de 0-4 valores descrita em 4.2.1.4. Fizeram-se tentativas de reisolamento de
P. cinnamomi a partir de raizes das plantas de cada tratamento, em meio selectivo PARPH, tal

como referido em 4.2.1.5.

O peso inicial das plantas (Pi) foi estimado, subtraindo ao peso da planta e da terra aderente as
raizes, o peso médio da terra de cada alvéolo, calculado com base no peso da terra de 25 alvéolos.
Com o peso inicial e final de cada planta calculou-se a variacdo do peso da planta através da
seguinte féormula:

Variaclo do peso da planta (%) = % x 107

em que Pi indica o peso inicial de uma planta, antes da sua infestacdo e Pf o peso final, quando a
experiéncia terminou.
Da mesma forma calculou-se a varia¢do da altura, do diametro e da quantidade de clorofila de cada

planta no final da experiéncia.

Delineamento experimental e andlise estatistica
O delineamento experimental consistiu em seis repeticdes por espécie de planta, tipo de solo e

isolamento utilizado. A unidade experimental foi o vaso com uma planta.
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A andlise estatistica processou-se de mesma forma que na experiéncia anterior. Aos valores da
severidade de sintomas nas partes aérea e radicular, variacdo do peso (biomassa da planta),
quantidade de clorofila, altura da planta e didmetro do caule, aplicou-se a andlise global de
varidncia utilizando o programa Statistix (Analytical Software 2000). Os valores médios
compararam-se entre si e com as testemunhas mediante o teste LSD (minima diferenca
significativa) de Fisher ao nivel de probabilidade P = 0,05 (Steel e Torrie 1985). Também se
realizaram, para cada espécie de planta, andlises individuais da varidncia e comparagdo de médias

para cada tratamento.

Resultados

A sintomatologia da doenca foi semelhante a referida na experi€ncia anterior. Os valores médios da
severidade de sintomas, assim como a comparacdo de médias correspondente as diferentes espécies
de plantas, aos diferentes isolamentos e tipos de substrato apresentam-se na Tabela 4.3. As andlises
de variancia e as comparagdes de médias correspondentes a esta experiéncia encontram-se no

Anexo V: B.1.

Tabela 4.3 - Valores médios da severidade de sintomas em plantas jovens de sobreiro e azinheira
sem remocao da terra das raizes, desenvolvendo-se em abrigo

Severidade de sintomas !|  Yariagao Variag.ﬁo Variacao Va{iagﬁo
Tipo de dopesoda |da quantld.ade da altura das | do didmetro
Planta substrato Inéculo Parte Parte plant;l de cloro}flla plantas do cagle
aérea radicular (%) (%) (%) (%)
PAy 1,4 be 24 bed |-19,7 abed 6 11,9 cd 35 ¢
Limoso | PE;3 1.4 bc 2,4 bcede 7,1 ab -11,8 b 23,3 be 13 ¢
Sobreiro Test.” 2,1 ab 1,8 de -582 d -135 b 12,1 cd 7,2 be
PAy 2,1 ab 32 a 152 a 6 54 d 25 ¢
Argiloso | PE;3 23 a 2,8 ab -23,1 abcd -12,5 b 7,7 cd 19 ¢
Test.’ 1,1 ¢ 14 ef 3,0 abc -18 b 13,0 cd 12,3 bc
PAy 1,2 ¢ 2,8 ab -38,9 bed 49,6 a 6,0 d 8,9 bc
Limoso PE3 0,9 ¢ 2,0 cde |-60,3 d 51,7 a 35,4 ab 41,5 a
Azinheira Test. ’ 0,1 d 08 f -45,1 d 634 a 445 a 35 ¢
PAy 2,1 ab 2,5 abed|-642 d 60,7 a 16,9 cd 7,9 be
Argiloso | PE,; 1,2 ¢ 2,6 abc |-40,8 d 425 a 24,3 bc 6,1 bc
Test.’ 0,7 cd 09 f -45,8 d 438 a 38,3 ab 21,0 b

! A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido
afectado; > A variagio do peso foi calculada como a % de peso ganho, ou perdido, pela planta no fim da experiéncia; * A variagdo da
quantidade de clorofila foi calculada como a % do aumento ou diminuigo de clorofila no fim da experiéncia; * A variacio da altura das
plantas foi calculada como a % do aumento da altura das plantas no fim da experiéncia; ° A variagio do didmetro do caule das plantas foi
calculada como a % do aumento do didmetro no fim da experiéncia; %sem dados; ” Testemunha; Em cada coluna os valores seguidos de
uma letra comum ndo mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05
(Steel e Torrie 1985).
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A andlise global de varidncia para a avaliacdo visual de sintomas na parte radicular mostrou
diferencas significativas unicamente entre as plantas testemunhas e as infestadas, apresentando
estas, uma severidade de sintomas nas raizes significativamente maior do que as suas
correspondentes testemunhas. N@o se observaram diferencas significativas na severidade de
sintomas nas raizes produzidos pelos dois isolamentos estudados, tipo de substrato e espécie de

planta.

Relativamente a andlise global da varidncia para a avaliacdo de sintomas da parte aérea, os
resultados ndo mostraram uma total correspondéncia, com os obtidos na parte radicular. Com
efeito, verificaram-se diferengas significativas entre espécies de plantas e tipo de substrato, ao
contrario do que a andlise de varidncia mostrou para as raizes. Esta discordincia podera ter sido
devida, ao facto de a infecc¢do das raizes ndo ter atingido um grau muito elevado o que permitiu as
plantas disporem de raizes suficientes para manter as suas fungdes vitais e assim retardar o

aparecimento de sintomas na parte aérea, no periodo em que a experiéncia decorreu.

A anélise global de variancia para a variagdo do peso da planta (biomassa da planta) unicamente
mostrou diferencas significativas entre espécies de planta. Ndo se observaram diferengas
significativas na variagdo do peso em fungdo do tipo de substrato e entre plantas testemunhas e
infestadas.

Ambas as espécies de plantas perderam peso no final da experiéncia, no entanto, os sobreiros

apresentaram um decréscimo significativamente menor que as azinheiras.

Durante o decurso desta experiéncia, muitas folhas das plantas infestadas cafram, por isso ndo foi
possivel medir os valores de clorofila, pelo que ndo se pdde fazer a andlise global da variancia da
variagdo de clorofila. Apesar de faltarem esses valores, a andlise individual de variancia em fungdo
do tratamento permitiu observar que, no sobreiro a quantidade de clorofila diminuiu no final da
experiéncia, mas o mesmo ndo se verificou na azinheira. O teor de clorofila registado para esta
espécie, nao reflectiu por isso, o verdadeiro estado fisiolégico da planta, uma vez que resultou da

medida das poucas folhas verdes que ainda permaneciam em algumas plantas.

Quanto a altura das plantas, a andlise global de variancia indicou diferengas de altura em funcéo da
espécie de planta e indculo utilizado. As azinheiras apresentaram variagGes significativamente
maiores do que os sobreiros. As plantas infestadas com o isolamento PA,y, apresentaram uma
altura significativamente menor que as infestadas com o isolamento PE;; que, por sua vez, ndo

apresentaram diferengas significativas de altura em relag@o as plantas testemunhas.
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A andlise global da variincia para a variagdo do didmetro do caule das plantas somente mostrou
diferencas significativas em fungdo da espécie de planta. A comparagdo de médias indicou que as
azinheiras apresentaram um aumento significativamente maior do didmetro do caule que os

sobreiros. Nao se verificaram diferencas entre plantas testemunhas e infestadas.

Reisolou-se P. cinnamomi a partir de raizes finas das plantas infestadas, independentemente do
isolamento, em percentagens que variaram entre 8,3 e 44,4%. O patogénio nao foi reisolado das

testemunhas.

Nenhum dos pardmetros utilizados expressou quantitativamente a severidade de sintomas avaliada
visualmente nas raizes. Nao obstante estes resultados, estes parimetros, com excepcdo do teor de
clorofila, foram utilizados na experi€ncia seguinte, em que as plantas em vez de serem utilizadas

sem remocao da terra aderente as raizes, foram usadas depois de esta ter sido retirada.

4.2.2.2. Infestacio das plantas com remocao da terra das raizes, em abrigo (Experiéncia 4.C)

Nesta experiéncia as plantas e os substratos utilizados foram idénticos ao da experié€ncia anterior,
no entanto, para a preparagao do indculo somente se utilizou o isolamento PA,.

As plantas retiraram-se dos recipientes originais, onde cresciam e muito cuidadosamente lavaram-
se as raizes com dgua corrente, procurando que estas permanecessem ao ar 0 menor tempo

possivel. Em seguida pesaram-se as plantas individualmente.

A infestac@o das plantas realizou-se aplicando directamente sobre as raizes 100 ml de suspensdo
aquosa de in6culo preparado conforme descrito no ponto 4.2.1.2.

Prepararam-se seis repeticdes por espécie de planta e tipo de substrato, assim como as
correspondentes testemunhas. As plantas foram submetidas as mesmas condig¢des verificadas na
Experiéncia 4.B.

Tal com na experiéncia anterior, mediu-se o peso, a altura, e o didmetro do caule das plantas no
inicio e no final da experiéncia. No entanto, para o calculo da variagdo de biomassa, utilizou-se o

peso real das plantas, em vez do seu peso estimado.

Para as azinheiras a experiéncia deu-se por terminada 1 més apds a primeira inundagdo dos vasos,
quando as plantas infestadas exibiam os sintomas da doenga nas folhas, em que a temperatura
média no abrigo variou entre 9,8 e 25,4°C. Como os sobreiros infestados ao fim deste periodo,
ainda ndo apresentavam sintomas evidentes, permaneceram no abrigo por mais 1 més, com uma

temperatura média que variou entre 12,2 e 30,6°C.
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No final da experiéncia seguiram-se os procedimentos descritos na experi€ncia anterior para o

registo dos resultados e sua analise estatistica (4.2.2.1.).

Resultados

Os valores médios da severidade de sintomas, assim como a comparacdo de médias para cada

tratamento apresentam-se na Tabela 4.4. As andlises de variancia desta experiéncia e respectivas

comparacdes de médias aparecem no Anexo V: B.2.

Tabela 4.4 - Valores médios da severidade de sintomas em plantas jovens de sobreiro e azinheira
com remoc¢ao da terra das raizes, desenvolvendo-se em abrigo

Severidade de sintomas ' Variacdo do Variagdo da Variagdo do
peso da planta altura da planta | didmetro do caule
Substrato| Inéculo Parte aérea Parte radicular (%) * (%)’ (%)*
Sobreiro |Azinheira Sobreiro|Azinheira| Sobreiro| Azinheira’| Sobreiro’® | Azinheira| Sobreiro’| Azinheira
PAy) | 34 a |39 37 a | 38 a [-296b | -275 14 0 0 0
Limoso
Test. |23 b |39 a (1,9 ¢ | 3,7 a 6,3 a | -257 8,0 0 0,8 0
PAy) | 20 bc|40 a |28 b | 32 abr27.8 b | -26,0 4,6 0 0 0
Argiloso
Test. {09 ¢ (23 b [1,2 ¢ |25 b [27,0b | -265 9,6 0 1,3 0

! A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido
afectado (azinheira ao fim de 1 més, sobreiro ao fim de 2 meses); > A variacio do peso foi calculada como a % de peso ganho, ou
perdido, pela planta no fim da experiéncia;® A variacio da altura das plantas foi calculada como a % do aumento ou diminuicio da altura
das plantas no fim da experiéncia; * A variagio do didmetro do caule das plantas foi calculada como a % do aumento ou diminuigdo do
diametro no fim da experiéncia; ° Os valores médios nio mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD de Fisher para
P = 0,05; ® Testemunha; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra comum nio mostraram diferengas significativas segundo o
teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

A andlise global de varidncia para a avaliacdo visual de sintomas na parte radicular revelou
diferencas significativas em fungdo da espécie de planta, tipo de substrato e indculo. Tal como na

experiéncia anterior, as plantas infestadas mostraram uma severidade de sintomas

significativamente superior as plantas testemunhas. No entanto, neste caso as azinheiras
mostraram-se significativamente mais afectadas que os sobreiros e o solo limoso foi onde as

plantas manifestaram sintomas significativamente mais severos.

A andlise global de variincia para a avaliagdo visual de sintomas na parte aérea, revelou uma total

correspondéncia com os resultados da andlise da severidade de sintomas na parte radicular, pelo
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facto de ambas se apresentaram severamente afectadas. Igualmente houve diferencas significativas

entre espécie de plantas, tipo de substrato e inéculo.

A andlise global da variancia para a variacdo do peso da planta mostrou diferencas significativas
entre plantas infestadas e testemunhas. Todas as plantas registaram um decréscimo de peso no final
da experié€ncia, que foi significativamente maior nas plantas infestadas. Este resultado mostrou que

a variacdo do peso traduziu a severidade de sintomas observada, tanto nas raizes como nas folhas.

Relativamente a variag@o da altura, a andlise global de varidncia revelou diferencas significativas
entre sobreiros e azinheiras. Os sobreiros tiveram variagdes significativamente maiores que as
azinheiras, que ao fim de 1 més, ndo apresentaram qualquer crescimento em altura. Este
crescimento nulo estd relacionado com o deficiente desenvolvimento vegetativo verificado nas
azinheiras poucos dias ap6s o inicio da experiéncia, desenvolvimento esse, que s6 parcialmente
poder4 ser atribuido a infestacao.

Quanto a variacdo do didmetro do caule da planta, os sobreiros aumentaram de didmetro, ao
contrario das azinheiras, cuja precoce quebra de vigor vegetativo, referida anteriormente, impediu

qualquer variagdo de biomassa.

A partir das raizes finas de todas as plantas infestadas reisolou-se P. cinnamomi com percentagens
que variaram entre 58,3 e 75%. Nas raizes das plantas testemunhas, a percentagem de recuperacao

de P. cinnamomi foi de 0% em todos os casos.

Apesar do manuseamento cuidado das plantas, verificou-se que as testemunhas também
apresentaram sintomas severos na parte aérea, pouco tempo depois do inicio da experiéncia. Estes
sintomas precoces poderdo ser atribuidos as elevadas temperaturas que se fizeram sentir durante a
preparagdo e o decurso do ensaio. Este facto levou a realizar outra experiéncia semelhante, que

decorreu em estufa com temperatura ambiente mais favoravel ao bom desenvolvimento das plantas.

4.2.2.3. Infestacio das plantas com remocao da terra das raizes, em estufa (Experiéncia 4.D)

Nesta experiéncia utilizaram-se plantas de sobreiro e azinheira com 12 meses de idade, obtidas por
sementeira na Universidade de Cérdoba. O procedimento foi idéntico ao seguido na experié€ncia
anterior, diferindo no facto de se terem utilizado dois isolamentos (PA,, e PE;) para infestar as
plantas e de este ensaio ter decorrido numa estufa onde se verificou uma temperatura média

minima de 10,1°C e uma temperatura média maxima de 25,8°C. Nesta experiéncia, ao contrario das
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anteriores, sO se utilizou como pardmetro aferidor da severidade de sintomas, o peso das plantas,
porque a altura e o didmetro do caule ndo se mostraram adequados para medir as pequenas
variagdes de desenvolvimento das plantas, no curto espaco de tempo em que as experiéncias

decorreram.

A experiéncia deu-se por concluida ao fim de 3 meses, apds a primeira inundag@o dos vasos, altura
em que, tal como nas experiéncias anteriores, se procedeu a avaliacdo dos sintomas, reisolamento

de P. cinnamomi a partir das raizes e andlise dos resultados.

Resultados

Os valores médios da severidade de sintomas correspondentes as diferentes espécies de plantas, aos
diferentes isolamentos e tipos de substrato, bem como as comparacdes de médias apresentam-se na
Tabela 4.5. As andlises de variancia e comparagdes de médias desta experiéncia encontram-se no

Anexo V: B.3.

Tabela 4.5 - Valores médios da severidade de sintomas em plantas jovens de sobreiro e azinheira
com remogao da terra das raizes, desenvolvendo-se em estufa

Severidade média de sintomas ' Variagio do peso da
Substrato | - Inéculo Parte aérea Parte radicular planta (%) ’
Sobreiro * Azinheira Sobreiro Azinheira Sobreiro Azinheira
PAy 2,2 39 a 2.8 a 4,0 a 35 bc |-14,7 bc
Limoso PE;3 1,6 2,9 ab 1,7 be 3,6 ab 53 bc |-19,8 cd
Test. * 1,1 1,7 bc 1,6 bc 23 cd 34,1 a -1,3 ab
PAy 1,3 2,2 be 2,0 ab 2,9 be -3,0 ¢ - 18,5 bed
Argiloso PE3 0,8 2,5 ab 2,2 ab 33 abc |-12,7 ¢ -348 d
Test. * 0,5 1,0 ¢ 09 ¢ 1,4 d 25,7 ab 6,4 a

! A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido
afectado; > A variacdo do peso foi calculada como a % de peso ganho, ou perdido, pela planta no fim da experiéncia; ° Os valores médios
ndo mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD de Fisher para P = 0,05; * Testemunha; Em cada coluna os valores seguidos
de uma letra comum nao mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para
P =0,05 (Steel e Torrie 1985).
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As andlises globais da varidncia para a avaliagdo visual de sintomas, tanto na parte radicular como
na parte aérea, mostraram diferencas significativas entre espécies de planta, substrato e indculo. As
plantas infestadas, tanto com o isolamento PA,, como com o PE,; apresentaram uma severidade de
sintomas claramente superior a verificada nas testemunhas. Esta severidade € significativamente
superior nas azinheiras do que nos sobreiros e nas plantas que crescem no substrato limoso em
relacdo as do substrato argiloso.

A severidade de sintomas mais baixa verificada na parte aérea das plantas, em relagdo a parte

radicular explica-se pelas razdes referidas na Experiéncia 4.B.

A andlise global da varidncia para a variagdo do peso da planta, tal como as anélises da severidade
de sintomas observada visualmente, revelou diferencgas entre espécies de plantas e entre plantas
testemunhas e infestadas. As comparacées de médias indicaram que os sobreiros aumentaram
significativamente de peso em relacdo as azinheiras e as plantas testemunhas aumentaram de peso

ao contrdrio das infestadas, que diminuiram.

A andlise individual de variancia para a varia¢do do peso, para cada espécie de planta, indicou para
os sobreiros, nos dois tipos de substrato, diferencas significativas entre plantas infestadas e
testemunhas. Para as azinheiras estas diferencas foram mais claras no substrato argiloso. Para o
substrato limoso, as azinheiras infestadas com PA,, ndo diferiram das testemunhas, no entanto
apresentaram valores muito elevados na avaliacdo visual da severidade de sintomas nas raizes, que
estavam todas mortas.

Esta incapacidade para detectar a funcionalidade das raizes levou a concluir que a variagdo do peso
ndo é um método adequado para avaliar a severidade de sintomas. Por isso, mais do que o peso da
biomassa da planta, foi a avaliagdo visual da funcionalidade das raizes que melhor expressou o grau

de severidade de sintomas.

Em todos os casos, o patogénio P. cinnamomi foi reisolado de todas as plantas infestadas,
independentemente do tipo de substrato e da espécie de planta em percentagens de reisolamento
que variaram entre 26,7% e 93,3%. Em nenhum caso foi reisolado das raizes das plantas

testemunhas.

Em face destes resultados, passou a utilizar-se o método de avaliagdo visual para estimar a

severidade de sintomas nas plantas.
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4.2.3. Patogenicidade dos isolamentos de diferentes grupos morfolégicos em Quercus suber e

Q. rotundifolia (Experiéncia 4.E)

Tendo-se definido trés grupos morfolégicos entre os isolamentos estudados no Capitulo 3,
pretendeu-se saber se isolamentos de cada um dos grupos se distinguiam quanto a viruléncia

causada em sobreiros e azinheiras.

Para este estudo seleccionaram-se dois isolamentos do grupo A (PA; e PE, - P. cinnamomi
procedente respectivamente de sobreiro e azinheira), um isolamento do grupo B (PE;; -
P. drechsleri procedente de azinheira) e um isolamento do grupo C (PEg - P. cinnamomi

procedente de azinheira).

Nesta experiéncia utilizaram-se plantas de sobreiro e azinheira com 18 meses de idade adquiridas
num viveiro comercial.

A preparacdo do indculo, assim como o método de infestagdo utilizado foram os descritos em
4.2.1.2.

Os 100 ml de suspensdo do inéculo correspondiam ao peso seco referido na Tabela 4.6. Para a
determinacdo do peso de micélio e clamiddsporos, adicionado a cada planta, secaram-se as coldnias
de Phytophthora spp. formadas em cada placa de Petri, numa estufa a 60-65°C até peso constante.
Calculou-se o peso médio do micélio contido numa placa de Petri e depois a quantidade de micélio

aplicado a cada planta (contetdo de trés placas de Petri).

Tabela 4.6 - Quantidade de inéculo utilizada para infestar plantas jovens de
sobreiro e azinheira

Quantidade média de Quantidade média de micélio e
Isolamento | micglio e clamidésporos por clamidésporos em 100 ml
placa de Petri (mg)* de indculo aplicada a cada planta (mg)
PA, 104 312
PE; 89 267
PE,, 70 210
PEg; 65 195

* Micélio seco numa estufa a 60-65°C até peso constante. Valor médio de trés repeti¢des.

Os vasos com as plantas colocaram-se em tabuleiros previamente desinfestados com lixivia a 10%
tal como nas experié€ncias anteriores. Em cada tabuleiro s6 havia vasos com uma unica espécie de

planta infestada com o mesmo isolamento. Prepararam-se também plantas testemunhas de cada
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espécie, que se trataram da mesma forma, com excep¢do da infestagdo que foi substituida pela
adi¢do de 100 ml de dgua.

As plantas foram colocadas num abrigo (temperatura média 9-27°C) em condigdes de
encharcamento continuo (tal como descrito em 4.2.1.3.), durante as 4 semanas que durou o ensaio.
Ao fim deste tempo, retiraram-se as plantas dos vasos, lavaram-se cuidadosamente as suas raizes e
avaliaram-se separadamente os sintomas na parte aérea e na raiz. [gualmente, fizeram-se tentativas
de reisolamento a partir das raizes de todas as plantas (infestadas e testemunhas), para verificar se

estavam ou ndo infectadas com o patogénio utilizado na infestagao.

O delineamento experimental foi de seis repeti¢des por espécie de planta e isolamento. A unidade
experimental foi um vaso com uma planta.

Os resultados obtidos analisaram-se estatisticamente aplicando aos valores da severidade de
sintomas na parte aérea e na raiz a andlise global de variancia utilizando o programa Statistix
(Analytical Software 2000). Os valores médios de severidade de sintomas nas plantas infestadas e
nas testemunhas compararam-se entre si mediante o teste LSD (minima diferenga significativa) de

Fisher ao nivel de probabilidade P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

Resultados

Os valores da severidade média de sintomas na parte aérea e radicular, correspondentes as espécies
de plantas e aos isolamentos e a comparacdo de médias correspondentes aos diferentes tratamentos,
apresentam-se na Tabela 4.7. As andlises de varidncia e as comparacdes de médias, referentes a

esta experiéncia, expdem-se no Anexo V: C.

A Tabela 4.7 mostra que ndo houve diferengas significativas da severidade de sintomas nas raizes
das plantas infestadas com os diferentes isolamentos, o que indica que os isolamentos dos
diferentes grupos morfolégicos apresentaram um grau de patogenicidade semelhante,
independentemente de se tratar de P. cinnamomi ou P. drechsleri. Tal como em experi€ncias
anteriores, as plantas infestadas mostraram uma severidade de sintomas na parte radicular
significativamente mais elevada do que as plantas testemunhas. As plantas testemunhas também

revelaram uma ligeira susceptibilidade ao encharcamento.

Relativamente a severidade de sintomas na parte aérea das plantas, a andlise global de variincia
indicou que a severidade de sintomas foi mais elevada nos sobreiros do que nas azinheiras.
Contudo, ndo se verificaram diferengas significativas entre plantas intestadas e testemunhas, ao

contrario do que se verificou nas raizes.
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Tabela 4.7 - Valores médios da severidade de sintomas em plantas jovens de sobreiro e
azinheira causada por isolamentos de Phytophthora spp. de trés grupos

morfologicos
In6culo Severidade média de sintomas
Plantas Phytophthora spp. / . ) dicul
grupo morfolégico Isolamento Parte aérea Parte radicular
P. cinnamomi | grupo A PA, 2,6 abcd 32 a
Sobreiro P. cinnamon?i / grupo A PE,q 35 a 33 a
P. drechsleri | grupo B PE,, 34 a 32 a
P. cinnamomi | grupo C PEg; 3,1 a 32 a
Test. 2 2,6 abcd 1,5 b
P. cinnamomi | grupo A PA, 2,8 abc 3,4 a
o P. cinnamomi | grupo A PEo 3,0 ab 32 a
Azinheira P. drechsleri [ grupo B PE,, 1,7 cd 3,4 a
P. cinnamomi | grupo C PEg, 1,9 bcd 3,1 a
Test. 2 14 d 1,6 b

' A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99,
4 = 100% de tecido afectado; > Testemunha; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra comum nido mostraram
diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

No final da experiéncia reisolaram-se P. cinnamomi e P. drechsleri das raizes finas das plantas
infestadas com o respectivo isolamento, com percentagens que variaram entre 6,3 ¢ 50%. Das

raizes das plantas testemunhas ndo se isolou nenhuma espécie de Phytophthora.

4.24. Desenvolvimento de um método rapido para o estudo da patogenicidade de

Phytophthora cinnamomi

A utilizacdo de plantas de sobreiro e azinheira obriga a ensaios mais ou menos demorados, por
serem espécies de desenvolvimento lento. Além disso, o volume ocupado pelos vasos, torna por
vezes dificil compatibilizar o espago disponivel nas incubadoras com o nimero de tratamentos e de
repeticdes exigiveis. Numa tentativa de encontrar um método que permitisse reduzir o espaco
ocupado pelos vasos das experiéncias e que reproduzisse os sintomas da doenca de forma rapida,
realizaram-se experiéncias utilizando plantas herbaceas, hospedeiras de P. cinnamomi. Assim,

testaram-se duas espécies de Lupinus e seleccionou-se o melhor de trés substratos ensaiados.
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4.2.4.1. Avaliacao da susceptibilidade a infeccio de espécies de Lupinus crescendo numa

mistura de areia, limo e turfa (Experiéncia 4.F)

Nesta experiéncia utilizaram-se sementes pré-germinadas de L. albus e L. angustifolius que foram
obtidas a partir de sementes fornecidas por uma empresa Cérdoba. Estas sementes foram
desinfestadas com uma solu¢do aquosa de lixivia comercial (50 g de cloro activo/l) a 10% durante
2 min. Depois de deixar secar as sementes a temperatura ambiente, fez-se uma pequena incisdo em
cada semente, com um escalpelo esterilizado, para favorecer a entrada de dgua. Seguidamente
colocaram-se numa cidmara himida para acelerar a germinagdo, seguindo as recomendacdes de
Hermoso (2001). A cdmara himida consistia num recipiente que continha no fundo uma pequena
quantidade de dgua desionizada e na zona intermédia duas redes de plastico, cobertas com papel de
filtro que comunicava com a dgua que cobria o fundo do recipiente. As sementes colocaram-se
entre as duas redes de pléstico e assim permaneceram sempre himidas (Figura 4.3). O recipiente
fechava-se hermeticamente, conseguindo 100% de humidade relativa. As cdmaras humidas
colocaram-se numa camara de crescimento com condi¢des controladas: temperatura de 22°C e

12 h luz/dia. As sementes germinavam ao fim de 2 ou 3 dias.

Figura 4.3 - Camara hiimida com sementes de Lupinus spp.

Utilizou-se como indculo uma suspensdo aquosa de micélio e clamidésporos, preparada como
descrito em 4.2.1.2. Este in6culo era constituido pela mistura de dois isolamentos (PAyy e PE;3). A
concentracdo de indculo foi calculada de forma a suspender o conteido de uma placa de Petri em

200 ml de dgua destilada.
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As sementes pré-germinadas de Lupinus transferiram-se para vasos de 0,5 1, previamente lavados
com lixivia a 10%, que continham substrato constituido por uma mistura de areia, limo e turfa
(1:1:1 em volume).

Prepararam-se 12 vasos para cada espécie de Lupinus, repartidos segundo o seguinte esquema: seis
vasos levavam cada um, uma semente pré-germinada, que foi imediatamente infestada com 100 ml
de uma solug¢do aquosa de indculo; nos restantes seis, colocou-se igualmente uma semente pré-
germinada por vaso e ao fim de 10 dias, quando as plantas apresentaram folhas verdadeiras,
procedeu-se a sua infestacdo, vertendo em cada vaso 100 ml de solug@o de indculo. Prepararam-se
também as suas correspondentes testemunhas, que foram tratadas da mesma forma, com a
diferenca de terem sido regadas com 4gua desionizada, livre do patogénio. A unidade experimental

foi 0 vaso com uma semente.

A experiéncia decorreu em camara de crescimento (22-25°C de temperatura e 14 h luz/dia) e deu-se
por concluida 1 més depois da infestacdo. Durante este periodo as plantas regaram-se de acordo

com as necessidades observadas visualmente.

Para as plantas provenientes de sementes imediatamente infestadas, apds terem sido semeadas em
substrato, a avaliacdo dos resultados realizou-se contando o niimero de plantas que conseguiram
germinar e desenvolver-se. Para as plantas infestadas 10 dias depois de semeadas, a avaliacdo da
severidade dos sintomas na parte aérea e radicular realizou-se utilizando a escala referida em
4.2.1.4. depois de retirar as plantas dos vasos e lava-las cuidadosamente com dgua corrente.
Tentou-se o reisolamento de P. cinnamomi, para comprovar se as plantas estavam ou ndo
infectadas. Para tal seguiu-se o procedimento descrito em 4.2.1.5.

Os valores obtidos na avaliacdo da sintomatologia das plantas analisaram-se estatisticamente

segundo o referido em 4.2.1.6.

Resultados

O efeito da infestagdo com P. cinnamomi, imediatamente apds a sementeira, na germinagdo de
sementes de L. albus e L. angustifolius apresenta-se na Tabela 4.8.

Verifica-se que P. cinnamomi afecta severamente a germinacdo das sementes destas duas espécies
de Lupinus. De facto, nenhuma semente de L. albus infestada conseguiu germinar e desenvolver-se
normalmente, enquanto que 100% das sementes testemunhas conseguiram dar origem a plantas que
se desenvolveram bem. Pelo contrario, 50% das sementes de L. angustifolius infestadas
conseguiram germinar e desenvolverem-se normalmente, enquanto que somente 83,3% das

sementes testemunhas germinaram e tiveram bom desenvolvimento.
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Tabela 4.8 - Efeito da infestacdo com Phytophthora cinnamomi na germinagio
de sementes de Lupinus albus e L. angustifolius

Sementes Sementes
Espécie Sementes infestadas testemunhas
(%) (%)6
Ndo germinaram 50,0 0
L. albus Germinaram e morreram 50,0 0
Germinaram e desenvolveram bem 0 100
Ndo germinaram 33,3 16,7
L. angustifolius Germinaram e morreram 16,7 0
Germinaram e desenvolveram bem 50,0 83,3

Em relag@o as plantas infestadas 10 dias apds a sementeira, os sintomas no final da experiéncia
consistiram em clorose, murchiddo e necrose das folhas, redu¢do de crescimento e finalmente
morte. Os valores médios da severidade de sintomas, assim como a comparacdo de médias
correspondentes as diferentes espécies de Lupinus apresentam-se na Tabela 4.9. As andlises de

variancia e as comparagoes de médias encontram-se no Anexo V: D.

Tabela 4.9 - Valores médios da severidade de sintomas em plantas de Lupinus albus
e L. angustifolius desenvolvendo-se numa mistura de areia, limo e turfa

Severidade média de sintomas
Planta In6culo 5
Parte aérea Parte radicular
Infestadas 4,0 4,0 a
L. albus
Testemunhas 2.4 24 ¢
Infestadas 3,0 3,6 ab
L. angustifolius
Testemunhas 2,8 2,8 bc

' A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99,
4 = 100% de tecido afectado; ? Os valores médios no mostraram diferengas significativas segundo o teste LSD de
Fisher para P = 0,05; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra comum ndo mostraram diferengas significativas
segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie, 1985).

A andlise global da varidncia para a severidade de sintomas na parte radicular mostrou diferencas
significativas entre plantas infestadas e testemunhas. As duas espécies de Lupinus spp. infestadas
apresentaram severidade de sintomas significativamente mais elevada do que as respectivas
testemunhas.

Os sintomas observados na parte aérea tiveram, em geral correspondéncia com a sintomatologia

nas raizes, para as duas espécies de Lupinus.
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Reisolou-se P. cinnamomi de raizes finas de plantas provenientes de sementes infestadas com
percentagens superiores a 20%. Das raizes das plantas procedentes de sementes ndo infestadas

(testemunhas), o patogénio nao foi reisolado.

O substrato usado nesta experiéncia ndo se mostrou muito adequado para o desenvolvimento das

plantas, visto que as testemunhas revelaram sintomas de deficiente desenvolvimento.

Devido a melhor germinagdo e desenvolvimento de L. albus e a sua maior susceptibilidade a
infeccdo por P. cinnamomi, de que resultou uma mais rdpida manifestacdo de sintomas, nas
experiéncias seguintes utilizou-se esta espécie. Por outro lado, a manifestacdo de sintomas nas
plantas desenvolvidas neste substrato, somente se conseguiu ao fim de 1 més. Pretendeu-se

verificar se em cultura hidropdnica este periodo poderia ser ainda encurtado.

4.2.4.2. Avaliacio da susceptibilidade a infeccAo de Lupinus albus desenvolvendo-se em

cultura hidropénica (Experiéncia 4.G)

Doze sementes pré-germinadas de L. albus, obtidas como descrito na Experiéncia 4.F, foram
transferidas para caixas de pléstico (21x15x10 cm) com vermiculite himida. Ao fim de 1 semana
as plantas tinham atingido tamanho suficiente para serem utilizadas em cultura hidropénica e foram
retiradas da vermiculite, lavando as suas raizes cuidadosamente com dgua corrente. Seguidamente
as plantas colocaram-se em recipientes de plastico de 500 ml, com solu¢do nutritiva ¥2 de Hoagland
(Hoagland e Arnon 1950) e cuja composicao se indica no Anexo V: E. Os recipientes envolveram-
se com papel de aluminio para evitar a passagem da luz e taparam-se com discos de esferovite que,
além de evitarem a passagem da luz, mantiveram as plantas em posi¢ao vertical. Em cada disco de
esferovite introduziu-se uma agulha de injeccdo, ligada a um tubo de borracha conectado a uma
bomba de ar, para permitir a arejamento das raizes (Figura 4.4). Cada recipiente continha trés

plantas.

Uma semana depois das plantulas terem sido colocadas a crescer na solugdo nutritiva procedeu-se a
sua infestagdo com uma suspensdo de uma mistura de zodsporos dos isolamentos PAy, e PE;; em
extracto de solo.

Para a producdo de zo6sporos transferiram-se para placas de Petri de 9 cm de didmetro, 10 discos
de micélio de 2 cm de didmetro dos isolamentos crescidos durante 4 dias em meio de cultura CA,
no escuro a 22°C. Em seguida, verteu-se extracto de solo para as placas, até que o liquido
circundasse a margem dos discos. O extracto de solo preparou-se como indicado em 3.2.3. As

placas foram incubadas a luz durante 72 h a 25°C. Transcorrido este tempo, as placas foram
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submetidas a um golpe de frio durante 20 min, colocando-as no frigorifico a 4-5°C, para favorecer
a formacdo de zodsporos. Ao fim deste periodo as placas voltaram a incubar-se a temperatura de
25°C até ao aparecimento dos zodsporos, o que ocorreu ao fim de 2-3 h.

Uma vez confirmado ao microscépio dptico invertido que havia zodsporos em abundancia, verteu-
se o extracto de solo contido nas placas de Petri para um copo de precipitagdo. Recolheu-se uma
amostra de aproximadamente 2 ml, a qual se agitava, para provocar o enquistamento dos

zoOsporos. Ao microscépio Optico, procedeu-se a contagem dos zodsporos numa camara de

Neubauer, a fim de se calcular a sua concentrag@o na suspensao.

Para a infestagdo verteram-se 100 ml da suspensdo de zodsporos em cada um dos recipientes onde
se encontravam as plantulas de L. albus. A concentracdo de zodsporos do indculo foi de
160.000 zoésporos/ml. As plantas testemunhas adicionaram-se 100 ml de extracto de solo sem
Z04Sporos.

Prepararam-se trés recipientes de 500 ml com trés plantas cada um que foram infestadas e outros

trés com plantas testemunhas. A unidade experimental foi o recipiente com trés plantas.

Figura 4.4 - Lupinus albus em cultura hidropénica.

A experiéncia decorreu numa cimara de crescimento em condi¢des controladas de luz e
temperatura (temperatura média de 22°C e 14 h luz/dia). Sempre que foi necessdrio adicionou-se

solucdo nutritiva aos recipientes para repor o volume inicial.
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A experiéncia deu-se por concluida 45 dias depois da infestacdo, quando as raizes das plantas
infestadas finalmente apresentaram sintomas. Nessa altura procedeu-se a avaliacdo da severidade
dos sintomas, tanto na parte aérea como na parte radicular, utilizando a escala descrita em 4.2.1.4.
Como em cada recipiente havia trés plantas, o valor de severidade de sintomas de cada repeti¢cdo
foi a média da severidade de sintomas nas trés plantas.

Tal como nas experiéncias anteriores, depois da avaliacdo de sintomas, procedeu-se a tentativa de

reisolamento de P. cinnamomi a partir das raizes das plantas.

Resultados

Ao fim de 1 més e meio de infestagdo das plantas de L. albus, tanto as plantas testemunhas, como
as infestadas apresentaram uma ligeira clorose que se atribuiu as condi¢des em que cresceram. No
entanto, nas plantas infestadas houve sintomas da infec¢do nas raizes. Estas apresentaram, em
relacdo as testemunhas, uma quantidade ligeiramente menor de raizes, que exibiam uma cor mais
escura e os tecidos da zona terminal danificados. As plantas testemunhas apresentaram as raizes
completamente sas.

Os valores médios da severidade de sintomas das plantas de Lupinus infestadas e ndo infestadas

aparecem na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Valores médios da severidade de sintomas em plantas de
Lupinus albus desenvolvendo-se em cultura hidropénica

Severidade de sintomas '
Folhas Raiz
Infestadas 1,2 1,2
Testemunhas 1,2 0,0

' A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%,
2 =34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado.

No final da experiéncia o reisolamento de P. cinnamomi a partir de raizes das plantas infestadas foi

de 83,3%. Das raizes das plantas testemunhas ndo se reisolou o patogénio.
Como a manifestagdo de sintomas nas raizes das plantas infestadas em cultura hidropénica nao foi

muito evidente no més e meio em que o ensaio decorreu, repetiu-se a experiéncia utilizando como

substrato a vermiculite.
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4.2.4.3. Avaliacao da susceptibilidade a infeccAo de Lupinus albus desenvolvendo-se em

vermiculite (Experiéncia 4.H)

As plantas para esta experiéncia obtiveram-se de forma idéntica a utilizada na experiéncia anterior.
Neste caso, as plantas foram transplantadas para recipientes de 500 ml com vermiculite
humedecida com dgua. Para cada recipiente transferiram-se trés plantas de L. albus.

As plantas foram infestadas no dia seguinte a transplantacdo. Tal como para a Experiéncia 4.G, o
in6culo utilizado foi uma suspensdo de uma mistura de zodsporos dos isolamentos PA,, e PE; em
extracto de solo, neste caso, com uma concentracdo de 6.500 zodsporos/ml. A preparacdo do
inéculo e a infestagdo das plantas realizaram-se da forma referida em 4.2.4.2.

Prepararam-se trés recipientes com plantas infestadas e outros trés com plantas testemunhas. A

unidade experimental foi um recipiente com trés plantas.

A experiéncia decorreu numa camara de crescimento em condicdes controladas de luz e
temperatura (22°C de temperatura média e 12 h luz/dia).
Durante o tempo que decorreu a experiéncia todas as plantas foram regadas semanalmente, com

50 ml de solug@o nutritiva ¥2 de Hoagland (Anexo V: E) e cerca de 70 ml de dgua destilada.

A experiéncia deu-se por terminada 15 dias depois da infestacdo, quando as plantas infestadas
apresentaram sintomas de infec¢do na parte aérea. Nessa altura, as plantas retiraram-se dos
recipientes e lavaram-se cuidadosamente as raizes com dgua corrente. Seguidamente procedeu-se a
avaliacdo da severidade de sintomas, tanto na parte aérea, como na parte radicular. Tal como no
ensaio anterior (Experiéncia 4.G) cada repeticdo foi constituida pela média da severidade de
sintomas nas trés plantas de cada recipiente. Da mesma maneira procedeu-se ao reisolamento de

P. cinnamomi a partir das raizes das plantas.

Resultados

Nas plantas infestadas os sintomas, quer na parte aérea quer nas raizes, foram muito severos.
Conforme se verifica na Figura 4.5 havia uma clorose generalizada nas folhas e uma reducio do
sistema radicular em que as raizes se apresentaram muito necrosadas. Pelo contrario, as plantas
testemunhas apresentaram um desenvolvimento normal. Os valores médios da severidade de

sintomas das plantas de Lupinus infestadas e ndo infestadas apresentam-se na Tabela 4.11.

No final da experiéncia o reisolamento de P. cinnamomi foi de 100% para as plantas infestadas, e

de 0% para as plantas testemunhas.
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Figura 4.5 - Sintomatologia nas plantas de Lupinus albus que se desenvolveram em vermiculite (a
esquerda plantas testemunhas e a direita plantas infestadas com Phytophthora
cinnamomi).

Tabela 4.11 - Valores médios da severidade de sintomas em plantas de
Lupinus albus desenvolvendo-se em vermiculite

Severidade de sintomas '

Parte aérea Parte radicular
Infestadas 3,6 3,8
Testemunhas 0,1 0,0

' A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%,
2 =34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado.

As experiéncias com L. albus, mostraram que a utilizacdo de vermiculite permitiu reproduzir os
sintomas da doenca, num periodo relativamente curto, além de este substrato poder ser utilizado
com pequenos recipientes, reduzindo o espaco ocupado pelo ensaio. Por conseguinte, na
experiéncia seguinte utilizou-se este método para estudar do efeito da concentracdo de indéculo na

severidade de sintomas.
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4.2.5. Influéncia da concentracao de inéculo na severidade de sintomas em Quercus suber e

Q. rotundifolia (Experiéncia 4.1)

Utilizaram-se sobreiros e azinheiras com 18 meses de idade, obtidos na Universidade de Cérdoba a
partir de bolotas fornecidas por uma empresa de sementes. As plantas foram retiradas dos
tabuleiros com alvéolos, onde cresceram, e as suas raizes lavadas cuidadosamente com dgua
corrente, para remover toda a terra aderente. Cada planta foi depois transferida para um recipiente
de 1000 ml de capacidade com vermiculite humedecida com 4gua e de seguida regada com 50 ml
de solucdo nutritiva ¥2 de Hoagland (Anexo V: E). As plantas foram colocadas numa camara de
crescimento com luz e temperatura controladas (22°C de temperatura média e 12 h luz/dia)
(Figura 4.6), onde recuperaram da transplantacdo durante 1 semana. Ao fim deste periodo
procedeu-se a infestacdo das plantas vertendo em cada recipiente 100 ml de uma suspensdo, com
uma mistura de zo6sporos dos isolamentos PA,, ¢ PEgs em extracto de solo. Para a obtencdo de
zodsporos seguiu-se o procedimento descrito em 4.2.4.2.

Utilizaram-se as seguintes concentragdes de zodsporos: 6.500, 13.000, 32.500 e 162.500

zodsporos/ml.

Figura 4.6 - Aspecto geral das plantas na cAmara de crescimento (azinheiras na parte superior;
sobreiros na parte inferior).
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Prepararam-se trés repeti¢cdes por espécie de planta e concentragio de zoGsporos. As plantas
testemunhas foi adicionado o mesmo volume de extracto de solo livre do patogénio. A unidade

experimental foi o recipiente com uma planta.

Durante o periodo em que decorreu a experiéncia foram aplicados semanalmente, a cada planta,

50 ml de solug@o nutritiva ¥2 de Hoagland (Anexo V: E) e 150 ml de dgua destilada.

A experiéncia deu-se por terminada 6 semanas apds a infestacio, quando as plantas infestadas com
as varias concentragdes de indculo, apresentaram sintomas da doenca nas folhas. Nessa altura
retiraram-se as plantas dos recipientes, lavaram-se as raizes com 4gua corrente e avaliou-se a
severidade de sintomas, tanto na parte aérea como na radicular, utilizando a escala descrita em
4.2.1.4.

Da mesma maneira que nas experiéncias anteriores, procedeu-se ao reisolamento do patogénio a
partir das raizes das plantas infestadas e testemunhas. A andlise estatistica dos dados realizou-se

como referido em 4.2.1.6.

Resultados

Os sintomas da doenga nas plantas infestadas consistiram na clorose e perda de vigo das folhas,
além de uma desfoliacdo mais ou menos intensa. A parte radicular apresentou-se com um nimero
reduzido de raizes absorventes, que na maioria dos casos estavam mortas, necroses mais ou menos
extensas nas raizes e auséncia, ou reduzido nimero de raizes novas. A parte aérea das plantas
testemunhas apresentou-se com folhas verdes, embora as vezes com uma ligeira clorose. O sistema
radicular destas plantas tinha muitas raizes absorventes e muitas raizes novas de cor clara (Figura
4.7). Os valores da severidade de sintomas e a comparacdo de médias apresentam-se na Tabela

4.12. As andlises de variancia e comparagoes de médias expdem-se no Anexo V: F.
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Figura 4.7 - Sintomas nas plantas infestadas com diferentes concentracdes de zoGsporos:
a) azinheiras; b) sobreiros (da esquerda para a direita, concentragdo de zodsporos =
0; 6.500; 13.000; 32.500 e 162.500 zo6sporos / ml).
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Tabela 4.12 - Efeito da concentracdo de zodsporos de Phytophthora cinnamomi
na manifestacdo de sintomas em plantas jovens de sobreiro e
azinheira, desenvolvendo-se em vermiculite

Concentragdo de Severidade média de sintomas '
indculo Parte aérea Parte radicular
(ZoGsporos / ml) Sobreiro Azinheira > Sobreiro Azinheira
0 0,1 d 2,1 0,7 ¢ 0,8 d
6.500 04 cd 2,0 19 b 19 ¢
13.000 1,7 be 1,7 20 b 3,0 ab
32.500 2,4 ab 3,8 24 b 36 a
162.500 32 a 3,1 32 a 24 be

! A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66, 3 = 67-
99, 4 = 100% de tecido afectado; > Os valores médios nio mostraram diferengas significativas segundo o teste
LSD de Fisher para P = 0,05; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra comum ndo mostraram
diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel
e Torrie 1985).

A andlise global de varidncia da severidade de sintomas nas raizes mostrou diferengas
significativas entre plantas infestadas e testemunhas, além da interaccdo planta-concentracdo de
in6culo. Por outro lado, ndo se verificaram diferencas entre espécies de plantas.

Relativamente as plantas infestadas, a comparacdo de médias da severidade indicou que a
concentracdo de in6culo mais baixa (6.500 zodsporos/ml) induziu uma severidade de sintomas

significativamente menor do que as infestadas com as restantes concentragdes de zodsporos.

A andlise global de variincia para a avaliacdo visual de sintomas na parte aérea mostrou diferengas
significativas entre espécies de plantas e concentracdes de indculo. Assim, as comparagdes de
médias indicaram que as azinheiras apresentaram uma severidade de sintomas mais elevada do que
os sobreiros. Também a severidade média de sintomas das plantas infestadas com concentragdes de
zodsporos mais elevadas (32.500 e 162.500 zo6sporos/ml) foi superior a das plantas infestadas com
as concentragdes de zodsporos mais baixas (6.500 e 16.250 zodsporos/ml), que ndo diferiram das

testemunhas.

Na Figura 4.8 pode-se apreciar a variacdo da severidade de sintomas nas raizes em fungdo da
concentracdo de zodsporos para cada espécie de planta. Nos sobreiros a severidade de sintomas
aumentou com o incremento da concentracdo de zodsporos, mas nas azinheiras a severidade de
sintomas alcancou um méximo com 32.500 zodsporos/ml, diminuindo depois com o aumento da

concentracao de zodsporos.
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Sobreiro Azinheira

Severidade de sintomas radiculares
o
n

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Log concentra¢do zo6sporos Log concentragao zo6sporos

Figura 4.8 - Influéncia da concentragdo de zodsporos na severidade de sintomas nas raizes de
plantas de sobreiro e azinheira com 18 meses.

Reisolou-se P. cinnamomi a partir de raizes das plantas infestadas com as concentracdes mais
elevadas de zodsporos (16.250, 32.500 e 162.500 zo6sporos/ml) em percentagens que variaram
entre 20,8 e 62,5%. Das plantas infestadas com a concentracdo de zodsporos mais baixa (6.500

zodsporos/ml) e das plantas testemunhas, ndo foi possivel o reisolamento do patogénio.

4.3. DISCUSSAO

Os sintomas da doenca foram reproduzidos em plantas de sobreiro e azinheira, nas condigdes
ensaiadas, utilizando diferentes métodos de infestacdo e distintos isolamentos de P. cinnamomi.
Este resultado € uma nova contribui¢do para a demonstragcdo de que este fungo é patogénico para
sobreiros e azinheiras corroborando trabalhos anteriores realizados em Portugal e Espanha (Brasier
et al. 1993a, 1993b; Brasier 1996; Tuset et al. 1996; Sanchez et al. 2000a, 2002b; Moreira-
Marcelino 2001; Rodriguez-Molina et al. 2002; Moreira 2003). Todas as plantas infestadas com o
patogénio mostraram uma severidade de sintomas nas raizes significativamente mais elevada que a

sintomatologia nas raizes das plantas testemunhas.

Os dois métodos de infestacdo utilizados, tanto com indculo s6lido como com inéculo liquido
(4.2.1.), mostraram-se igualmente eficazes, ndo se tendo verificado diferengas significativas de
severidade de sintomas nas raizes infestadas com qualquer dos métodos. Embora Dhingra e Sinclair
(1995) considerem mais eficazes os métodos de infestac@o de raizes em que o indculo € suspenso
num meio nutritivo, os resultados obtidos demonstraram que o indculo em suspensdo aquosa sem

nutrientes, foi tdo eficaz como o inéculo constituido por uma mistura de grdos de aveia e
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vermiculite enriquecida com extracto de cenoura, colonizada com P. cinnamomi (meio VAVE
modificado). Isto indica uma grande capacidade infecciosa deste patogénio nas condi¢des de
encharcamento em que decorreu a experiéncia. Com base nestes resultados passou a usar-se como
indculo a suspensdo aquosa de micélio e clamiddsporos em posteriores infestacdes de plantas, por
ser o método menos laborioso quanto a sua preparagdo e de mais facil utilizagdo, a semelhanga do

utilizado por Sanchez et al. (2000a, 2002b, 2003a, 2005).

Uma vez encontrado um método de infestacdo de plantas expedito, a forma de avaliar a severidade
de sintomas das plantas infestadas era uma questdo importante a esclarecer. Nas experiéncias
realizadas com este objectivo, verificou-se que o método semi-quantitativo da avaliagdo visual foi o
que melhor expressou a severidade nas raizes. Pelo contrdrio, nenhum dos parametros utilizados
conseguiu traduzir quantitativamente essa severidade, pelas razdes ja referidas nos resultados da
Experiéncia 4.B, Experiéncia 4.C e Experiéncia 4.D. De facto, o método de avaliacdo visual de
sintomas resultou mais eficaz porque permitiu examinar a funcionalidade das raizes, que ndo era
possivel ser detectada com os métodos quantitativos experimentados. Também Jung et al. (2001)
verificaram que a estimag@o visual da percentagem de raizes afectadas, indicava uma melhor

avaliagdo do estado geral do sistema radicular, do que utilizando os pardmetros morfométricos.

No que se refere a variacdo da biomassa, as diferencas entre plantas infectadas e ndo infectadas,
ndo foram detectadas. Isto aconteceu porque no curto periodo em que as experiéncias decorreram,
as rafzes embora mortas, ainda se encontravam presas a raiz principal, contribuindo por isso para o
peso da planta. Com o tempo, essas raizes irdo sendo decompostas e o peso do sistema radicular
tenderd eventualmente a diminuir.

Bonilla (2002) avaliou a sintomatologia de azinheiras infestadas com P. cinnamomi utilizando o
peso seco e verificou que quando utilizou plantulas de bolotas recém germinadas, o peso das que
foram infestadas foi significativamente menor que o das testemunhas. Pelo contrdrio, quando
infestou plantas ja com alguns meses de idade, ndo se verificaram diferencas significativas de peso.
Segundo este autor, as plantas infestadas, embora apresentassem raizes mortas, ndo pesaram menos
que as testemunhas, uma vez que ndo houve tempo das raizes mortas se decomporem e das
testemunhas aumentarem a sua biomassa, devido ao curto periodo de duragdo do ensaio.

Segundo Weste (1983) a sobrevivéncia de uma planta infectada dependerd da sua capacidade para
repor as raizes mortas. Também se constatou este facto no decurso deste estudo, quando em alguns

casos, as plantas infectadas emitiram mais raizes novas do que as testemunhas.
A inadequagdo da utilizagdo do peso da planta como parametro de avaliagdo da severidade de
sintomas também se aplica, pelas mesmas razdes, as variacdes da altura da planta e do didmetro do

caule. Quanto ao teor de clorofila como parimetro de avaliacdo da severidade requer outras
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condi¢des que ndo foram previstas, para ser aferido, uma vez que serd necessario um nuimero
suficiente de folhas durante todo o decurso da experiéncia. Assim, este pardmetro devera ser

medido com uma periodicidade a determinar, logo apds a infestacao das plantas.

Embora a bibliografia relativamente as doencas radiculares refira diferentes métodos quantitativos
para a avaliacdo da severidade de sintomas (Zentmyer 1981; Moreira-Marcelino 2001; Tuset et
al. 2001), recentemente, vérios autores t€m vindo a optar por métodos semi-quantitativos, pelas
razdes referidas (Sanchez er al. 2000a, 2000b, 2003a, 2005; Jung et al. 2001; Robin et al. 2001;
Aline Greslebin do Centro de Investigacion y Extension Forestal Andino Patagonico - Argentina,

comunicacao pessoal).

Relativamente ao tipo de substrato, os resultados mostraram que a severidade foi mais acentuada
quando se usou a mistura de areia, limo e turfa (solo limoso) do que quando se utilizou solo
argiloso. Resultado diferente observou Moreira-Marcelino (2001) em que sobreiros e azinheiras
que cresceram no solo de textura mais argilosa apresentaram sintomatologia mais severa. Também
Stern et al. (1977a) observaram que solos argilosos conduziram a um grau de infec¢do mais
elevado do que solos arenosos. Segundo Weste (1983) este facto deve-se a textura e estrutura dos
solos argilosos que permitem uma maior retencdo de dgua, favorecendo desta forma a actividade de
P. cinnamomi.

A diferenca de resultados pode ser explicada pelo facto de se terem utilizado substratos
esterilizados, ao contrario daqueles autores, uma vez que a temperatura a que foram sujeitos tera
possivelmente alterado as suas caracteristicas.

Kannwischer e Mitchell (1981) referem que em estudos de epidemiologia de doengas causadas por
patogénios de solo, devem ser usados solos que permaneceram sem culturas durante vdrias

décadas, para uma melhor simulagdo das interac¢des bioldgicas que ocorrem na natureza.

Quanto a avaliacdo de viruléncia dos isolamentos dos diferentes grupos morfolégicos, constatou-se
ndo existirem diferencas significativas entre isolamentos de cada um dos grupos, em relacdo a
capacidade para induzir sintomas nas raizes. Os isolamentos utilizados induziram sintomas
igualmente severos nas raizes de sobreiros e azinheiras submetidas a condi¢des de continua
saturacdo hidrica do solo.

As raizes das plantas testemunhas também apresentaram sintomas, embora ligeiros, atribuiveis as
condi¢des de encharcamento, visto que destas raizes nunca se reisolou P. cinnamomi ou outros

patogénios.

Na parte aérea, os sintomas foram igualmente severos, ndo se verificando no entanto, diferencas

significativas entre plantas infestadas e testemunhas, embora estas apresentassem uma severidade
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ligeiramente mais baixa. Para esta sintomatologia terdo contribuido, as condi¢des drasticas de

encharcamento a que as plantas foram submetidas.

O facto de ndo se terem observado diferencas significativas de severidade de sintomas na parte
aérea, entre as plantas infestadas e testemunhas em algumas das experiéncias, pode ser devido a
accdo conjunta de trés circunstincias: as espécies de plantas utilizadas serem de crescimento lento;
o ensaio ser de curta duracdo; os sistemas radiculares, embora danificados, ainda apresentarem no
final das experiéncias, raizes funcionais que permitiram as plantas absorver os nutrientes para o
desenvolvimento da parte aérea. Sobre esta ultima razdo Erwin e Ribeiro (1996) referem que os
sintomas na parte aérea de plantas lenhosas s6 se manifestam quando a parte radicular esti

severamente afectada.

Neste estudo o isolamento de P. drechsleri utilizado mostrou-se tdo virulento como os de
P. cinnamomi. Phytophthora drechsleri ja tinha sido referida como a causa da morte de azinheiras
em viveiro e a sua patogenicidade comprovada em plantas de sobreiro e azinheira (Sinchez et
al. 2005). Estes autores verificaram que, embora P. drechsleri se mostrasse sempre patogénico, a
severidade de sintomas nas raizes de sobreiros e azinheiras variou, dependendo da origem do
isolamento. Contudo, neste trabalho, estas diferencas de viruléncia ndo se puderam observar, uma
vez que se utilizou um tnico isolamento de P. drechsleri.

Entre isolamentos de P. cinnamomi, foi no entanto possivel observar diferencas de viruléncia. Em
condi¢des de encharcamento continuo o isolamento procedente de sobreiro mostrou-se mais
virulento em raizes de sobreiros do que o isolamento procedente da azinheira, mas nas raizes de
azinheiras os dois isolamentos mostraram-se igualmente agressivos (4.2.1.). No entanto, quando as
condi¢des de encharcamento ndo se verificaram, os isolamentos procedentes de azinheira e de
sobreiro sdo igualmente virulentos, como se verificard no Capitulo 5 (5.2.2.).

Também, em estudos sobre patogenicidade em Castanea sativa, Eucalypus gunnii, Pinus pinaster,
Q. palustris, Q. rubra (Robin e Desprez-Loustau 1998), E. smithii (Linde et al. 1999), Q. faginea,
Q. petraea e Q. pyrenaica (Tuset et al. 2001), Q. ilex e Q. suber (Tuset et al. 2001; Rodriguez-
Molina et al. 2002) e plantas clonais de E. marginata (Hiberli et al. 2002), foram observadas

diferencas de viruléncia entre diferentes isolamentos de P. cinnamomi.

Diferencas de viruléncia entre isolamentos procedentes de hospedeiros diferentes ndo sdo
generalizaveis, uma vez que na Experiéncia 4.E (4.2.3.), tal ndo se verificou. Porém, s6 a
continuagdo de estudos sobre variabilidade de viruléncia de isolamentos poderd esclarecer se as

diferencas entre isolamentos de P. cinnamomi tém importancia do ponto de vista fitopatoldgico.
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Quanto aos substratos utilizados, os resultados indicaram que a vermiculite revelou-se o melhor.
Nao s6 permitiu um adequado desenvolvimento das plantas em recipientes de pequenas dimensoes,
como a manifestacdo de sintomas da doenca num curto periodo. Este resultado, vem confirmar as
vantagens da utilizacdo deste substrato inerte, em estudos de laboratdrio, por evitar interferéncias
nas relacdes entre o patogénio e as raizes, que outros substratos ndo conseguem.

Relativamente a influéncia da quantidade de inéculo na severidade de sintomas, os resultados
mostram em geral que, tanto para os sobreiros, como para as azinheiras, a severidade nas raizes vai
sendo mais severa a medida que a concentracdo de zodsporos aumenta. VArios autores também
referem que o aumento da concentragdo de zodsporos de espécies de patogénios da familia
Pythiaceae é directamente proporcional a severidade de sintomas (Lipps e Bruehl 1980; Mitchell et
al. 1978; Raftoyannis e Dick 2002).

Por outro lado, os resultados mostram que, enquanto nos sobreiros, a severidade foi sempre
aumentando com a concentragdo de zodsporos, nas azinheiras esse aumento verificou-se sé até a
concentracdo de 32.500 zodsporos/ml, a partir da qual, comecou a decrescer. Resultado semelhante
obteve Bonilla (2002) que também encontrou uma relacdo positiva entre a concentracdo de
zoOsporos e a sintomatologia na parte radicular de azinheiras infestadas com P. cinnamomi, mas a
partir de determinada concentracdo de zodsporos, o aumento de concentracdo nido correspondia a
uma maior severidade nas raizes. Este autor também observou essa relacdo para a parte aérea das

azinheiras.

O decréscimo da severidade de sintomas na azinheira, poderd ser devido ao facto de os zodsporos
serem atraidos quimiostaticamente, acumulando-se especialmente na zona de elongacdo das raizes
ou nos pontos onde emergem as raizes laterais, como varios autores sugerem para outras espécies
(Hinch e Weste 1979; Erwin e Ribeiro 1996; Hardham 2001). Segundo Raftoyannis e Dick (2002)
a zona apical em plantas jovens € de dimensdes reduzidas, pelo que fica completamente preenchida
a partir de concentragdes superiores a 10* zoésporos/ml. Estes autores apontam ainda outros
factores que provocam uma redugdo da severidade de sintomas, tais como os que reduzem a
disseminacdo do indculo, a duracdo da mobilidade e/ou sobrevivéncia dos zodsporos. Como
exemplo destes factores refere-se entre outros, o teor de dgua, a concentracdo de zodsporos e a

microflora, respectivamente.

As diferengas de severidade de sintomas observadas em sobreiros e azinheiras, as vdrias
concentracdes de zodsporos, poderdo ser atribuidas a diferente atrac¢do do patogénio ao estimulo
quimico provocado por cada uma destas espécies. Vérios autores referem este efeito de atracgao,
que diferentes hospedeiros, de espécies do mesmo género, exercem sobre o patogénio. Tuset et

al. (2001) tendo infestado cinco espécies do género Quercus, com crescentes concentragdes de
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zo0sporos, observaram que Q. rotundifolia foi a espécie que se mostrou mais afectada. Enquanto
que a infestacdo desta espécie com 10.000 zodsporos/ml, ao fim de 50 dias, foi suficiente para
causar infecgdes radiculares, Q. pyrenaica necessitou de uma concentragdo 5 vezes superior
(50.000 zodsporos/ml) e Q. suber, Q. faginea e Q. petraea de uma concentragdo 10 vezes mais

elevada (100.000 zo6sporos/ml).

Os resultados nas experiéncias realizadas ndo indicaram claramente que os sintomas apresentados
pelas raizes das azinheiras sejam mais severos do que os exibidos pelos sobreiros. Existem no
entanto, varios trabalhos que referem a azinheira como mais susceptivel do que o sobreiro

(Moreira-Marcelino 2001; Robin et al. 2001; Tuset et al. 2001; Pires 2005).
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CAPITULO 5

EFEITO DE FACTORES AMBIENTAIS NA SEVERIDADE DE SINTOMAS CAUSADOS POR
PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM QUERCUS SUBER E Q. ROTUNDIFOLIA

5.1. INTRODUCAO

Uma doenca manifesta-se quando, no mesmo local e a0 mesmo tempo, se conjugam um hospedeiro
susceptivel, um patogénio e condi¢des ambientais favordveis a interaccdo de hospedeiro e
patogénio. Isto explica o facto de, por vezes, um patogénio estar presente numa comunidade de
plantas e ndo causar doenga por se verificar um equilibrio ecolégico entre o patogénio e as espécies
de hospedeiros presentes. Contudo, noutro local pode causar doenca e morte de plantas da mesma
espécie (Weste 1983). A express@o da doenca provocada por P. cinnamomi varia de local para local
porque a actividade do patogénio € influenciada pela temperatura, disponibilidade de &gua,

nutrientes e tipo de solo (Weste e Marks 1987; Marks e Smith 1991; Erwin e Ribeiro 1996).

As doengas causadas por patogénios da familia Pythiaceae ocorrem em geral com condic¢des
desfavordveis para outros patogénios e para o hospedeiro (Hendrix e Campbell 1973).

Segundo Ribeiro (1983) a temperatura é um parametro critico para a produgdo de propdgulos
infecciosos e para a infec¢do e, embora muitas espécies patogénicas desta familia, se desenvolvam
bem numa ampla gama de temperaturas, geralmente a temperatura dptima situa-se num intervalo
muito restrito.

A temperatura do substrato afecta a velocidade do desenvolvimento da doenca, a severidade de
sintomas causada por P. cinnamomi (Zentmyer 1980), bem como a susceptibilidade do hospedeiro
(Grant e Byrt 1984; Hiiberli et al. 2002). Em geral, os sintomas nas raizes aumentam com
temperaturas proximas de 30°C e ndo se manifestam com temperatura muito baixas ou muito altas

(Dhingra e Sinclair 1985).

O aumento da temperatura que se vem verificando a nivel mundial, tem sido responsabilizado, por
vdrios autores, pelo aparecimento de surtos de doengas em zonas onde até entdo ndo havia registos
da sua ocorréncia. Brasier e Scott (1994) referem que o aumento da temperatura incide
directamente na actividade dos agentes que causam pragas e doencas, além da sua accdo indirecta,

no caso das doencas, na relacao hospedeiro-patogénio.
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Marcais et al. (1993) fazem referéncia ao facto do aquecimento do clima poder aumentar a
actividade de P. cinnamomi, onde a doenca jd exista. Brasier e Scott (1994) referem também que o
gradual aumento de temperatura pode aumentar a ac¢do de P. cinnamomi em muitas areas que

antes ndo eram proprias para esta espécie.

Fernandez-Cancio (2000) refere que as alteragdes climdticas que estdo a acontecer, estdo
relacionadas com a morte de Quercus spp. € que esta perturbagdo climdtica que afectou Espanha
durante todo o século XX, foi especialmente acentuada no inicio dos anos 80 desse século, altura a
partir da qual o declinio de Quercus tem vindo a ser mais referenciado. Este autor cita que num
estudo realizado no Parque de los Alcornocales na provincia de Cadis em Espanha se verificou um
aumento da temperatura média anual, maxima e minima de 3°C desde 1985.

O autor citado refere que, embora se verifiquem situacdes de diminuicdo de precipitagdo, a
quantidade de dgua mantém-se ainda com valores aceitiveis para os sobreiros, no entanto, a
temperatura aumentou consideravelmente. Para este autor a combinag@o simultinea de ambas as
tendéncias climdticas causa um stress consideravel nas arvores, que por si s6 pode ser mortal ou
pode aumentar a ac¢do de outros agentes, por exemplo os bidticos.

O efeito da temperatura na interac¢do hospedeiro-patogénio em plantas de sobreiro e azinheira
infestadas com P. cinnamomi nao foi ainda avaliado. Por isso ndo se sabe se a infec¢do serd

também tdo severa num cendrio de aumento de temperatura global do planeta.

Também o teor de dgua no solo afecta directa ou indirectamente a severidade da doenca causada
por P. cinnamomi. Um teor de dgua elevado favorece a colonizag@o dos tecidos do hospedeiro por
P. cinnamomi (Marks e Smith 1991), podendo ser a extensao da infecc@o reduzida em hospedeiros
sujeitos a défice hidrico (Tippett et al. 1987; Weste e Marks 1987). Sabe-se que o encharcamento
aumenta a producio de zodsporos de P. cinnamomi e a susceptibilidade do hospedeiro & infeccio
por este patogénio (Shearer e Tippett 1989; Erwin e Ribeiro 1996). Vérios autores mostraram que a
infecc@o de raizes de vdrios hospedeiros, por outras espécies de Phytophthora, também ¢ agravada
quando o solo se encontra saturado por longos periodos (Duniway 1979, 1983; Wilcox e Mircetich
1979; Sanchez et al. 2000a, 2002b, 2005). Burgess et al. (1999) observaram que a mortalidade de
arvores jovens de E. marginata é mais elevada em locais sujeitos a encharcamento e que neste caso
as plantas com hipoxia radicular t¢m mais dificuldade em reconhecer o patogénio e induzir uma
rdpida resposta a infecg@o. Verifica-se assim que a alteragc@o do estado fisiologico do hospedeiro
pode diminuir a resisténcia das plantas ao ataque por espécies de Phytophthora (Duniway 1983).

O teor de 4agua no solo e a sua permeabilidade sdo os factores que mais influenciam o
desenvolvimento da infeccdo de P. cinnamomi no abacateiro (Stern et al. 1977b). A frequéncia e a
duracdo das regas determina o grau de progressdo da infeccdo causada por espécies do género

Phytophthora, como é o caso do abacateiro (Zentmyer e Richards 1952), do tomateiro (Ristaino et
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al. 1988) e de plantas de azinheira em viveiro (Sanchez et al. 2005). Estudos com plantas de
Q. rubra infectadas com P. cinnamomi, mostraram que a severidade da doenca da tinta era mais
elevada, especialmente quando se verificaram periodos de seca seguidos de periodos de chuva

(Margais et al. 1993).

O estudo de factores climéticos na doenca do declinio causada por P. cinnamomi permite conhecer
o efeito destes no desenvolvimento da doenca e também prever o comportamento das plantas

jovens ap06s instalagcdo em dreas infestadas sujeitas a reflorestagao.

Neste capitulo o objectivo foi estudar em plantas jovens de sobreiro e azinheira: a) o efeito da
temperatura no processo de infec¢do e na severidade de sintomas da doenga em condi¢Ges hidricas
adequadas para a infec¢do; b) a evolucdo da infec¢@o causada por P. cinnamomi em plantas

submetidas a dois regimes hidricos.

5.2. EFEITO DE FACTORES AMBIENTAIS

5.2.1. Influéncia da temperatura na severidade de sintomas em azinheiras (Experiéncia 5.A)

As azinheiras utilizadas nesta experi€ncia com 18 meses de idade foram obtidas na Universidade de
Cérdoba. As plantas transferiram-se para recipientes de 1000 ml de capacidade com vermiculite,
seguindo o procedimento referido na Experiéncia 4.1. Por cada temperatura ensaiada utilizaram-se
doze plantas que foram colocadas em incubadoras ajustadas a 10, 15, 20, 25 e 30°C e com
12 h luz/dia (Figura 5.1).

Ao fim de 1 semana, seis plantas, de cada temperatura, foram infestadas com 100 ml de uma
suspensdo de uma mistura de zodsporos dos isolamentos PA,; e PE¢s em extracto de solo e, as
restantes seis foram usadas como testemunhas. Para a obten¢do de zodsporos seguiu-se o
procedimento descrito em 4.2.4.2. A concentracdo de indculo utilizada foi de 32.500 zo6sporos/ml
por ser a que na Experiéncia 4.I induziu uma maior severidade de sintomas nas azinheiras. As
plantas testemunhas foi adicionado o mesmo volume de extracto de solo livre de zodsporos. A

unidade experimental foi uma planta por recipiente.

Devido ao reduzido espago das incubadoras, os recipientes com as plantas testemunhas foram

colocados numa posi¢do ligeiramente superior aos das plantas infestadas, para prevenir que,
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durante a rega, salpicos de dgua dos recipientes com plantas infestadas atingissem as plantas

testemunhas.

Figura 5.1 - Plantas em vermiculite dentro da incubadora.

Durante o periodo em que decorreu a experiéncia as necessidades em nutrientes foram satisfeitas,
aplicando semanalmente a todas as plantas 50 ml de solucdo nutritiva %2 de Hoagland
(Anexo V: E.). As plantas foram regadas com dgua destilada, duas vezes por semana, conforme as

necessidades. O volume de dgua aplicado variou entre 100 e 300 ml, conforme a temperatura.

A experiéncia terminou 6 semanas depois da infestacdo, quando a maior parte das plantas
infestadas as vérias temperaturas apresentaram sintomas na parte aérea.

Uma vez terminada a experi€ncia, seguiram-se os procedimentos referidos para as experiéncias do
Capitulo 5, para a avaliacdo da severidade dos sintomas nas partes aérea e radicular, reisolamento

do patogénio a partir das raizes e andlise estatistica dos resultados.
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Resultados

As azinheiras infestadas apresentaram em todas as temperaturas os sintomas referidos no
Capitulo 4 para as plantas infectadas com P. cinnamomi (4.2.1.7.). As testemunhas mostraram um
crescimento considerado normal para as condi¢cdes em que se desenvolviam.

Na Tabela 5.1 podem-se apreciar os valores da severidade de sintomas na parte aérea e radicular e
as respectivas comparacdes de médias. As andlises de varidncia e as comparacdes de médias

indicam-se no Anexo VI: A.

Tabela 5.1 - Efeito da temperatura no processo de infeccdo e na severidade de
sintomas em plantas jovens de azinheira

Temperatura ) Severidade média de sintomas '
°C) Inéculo )
Parte aérea Parte radicular
10 Infestadas 29 ab 23 bc
Testemunhas 3,1 a 12 d
15 Infestadas 1,4 cd 2,5
Testemunhas 1,1 d 1,5
20 Infestadas 29 ab 29 ab
Testemunhas 2,8 abc 1,5 d
25 Infestadas 2,8 abc 32 a
Testemunhas 1,5 bed 1,8 cd
Infestadas 2,0 abcd 3,1
30 Testemunhas 1,6 abcd 1,5

! A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-
99, 4 = 100% de tecido afectado; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra comum ndo mostraram
diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenga Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e
Torrie 1985).

A andlise global de varidncia para a avaliacdo visual da severidade de sintomas para a parte
radicular das azinheiras, ndo revelou diferencas significativas entre as plantas as diferentes
temperaturas. Em cada temperatura as plantas infestadas apresentaram uma severidade de sintomas
nas raizes significativamente mais elevada que a exibida pelas plantas testemunhas. Pelo contrario,
tal ndo se verificou em relacdo a severidade de sintomas manifestada na parte aérea, em que as
infestadas ndo diferiam das testemunhas. A moderada severidade observada nas raizes tera
permitido a existéncia de raizes funcionais suficientes para as plantas infestadas apresentarem

sintomas ligeiros semelhantes aos das testemunhas.
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No final da experiéncia conseguiu-se reisolar P. cinnamomi a partir de raizes das plantas infestadas
em todas as temperaturas, com percentagens de isolamento que variaram entre 11,1 e 13,9%. O

patogénio ndo foi reisolado de nenhuma das testemunhas.

Esta experiéncia foi também realizada com sobreiros. Contudo, os resultados obtidos ndo foram
conclusivos, uma vez que a severidade média de sintomas nas folhas e nas raizes, nio diferiu entre
plantas testemunhas e plantas infestadas nas varias temperaturas. Este resultado podera explicar-se
pelo facto de, durante a preparagdo da experiéncia, o manuseamento dos sobreiros ter sido
realizado quando a temperatura ambiente era muito elevada. Uma segunda tentativa deu idénticos
resultados. A imposicdo dos prazos para conclusio do trabalho impediu a repeticdo desta

experiéncia na época em que havia decorrido a experiéncia com azinheiras.

5.2.2. Influéncia do teor de agua no solo na severidade de sintomas em Quercus suber e

Q. rotundifolia (Experiéncia 5.B)

Resultados de experiéncias anteriores ja haviam demonstrado que o encharcamento continuo
(4.2.1.; 4.2.3), ou por periodos curtos (4.2.2.), favorecia o desenvolvimento da infeccdo por
P. cinnamomi. Contudo, ainda ndo se tinha apreciado as diferengas de severidade de sintomas entre

plantas sujeitas a encharcamento continuo e rega normal.

Nesta experiéncia utilizaram-se sobreiros e azinheiras com 18 meses de idade procedentes de um
viveiro comercial. Para a infestacdo das plantas usaram-se dois isolamentos de P. cinnamomi. Um
terco das plantas foram infestadas com o isolamento PA|,, o outro terco com o PEss e as restantes
foram utilizadas como testemunhas. A preparagdo do indculo, o método de infestacdo e o substrato
utilizado foram os referidos em 4.2.1.2. Durante a primeira semana, as plantas foram colocadas em
tabuleiros e mantidas numa camara de crescimento nas condigdes referidas na Experiéncia 4.A em
4.2.1.3. Findo este periodo, as plantas infestadas e testemunhas, foram submetidas a dois regimes

hidricos:

a) Saturacdo constante — Metade dos vasos de plantas infestadas e testemunhas foram parcialmente
inundados. Durante todo o tempo em que decorreu a experi€ncia, 0s vasos permaneceram
imersos com o nivel de dgua 2-3 cm abaixo da superficie do substrato, adicionando

periodicamente a dgua perdida por evapotranspiracao.

b) Rega normal — A outra metade das plantas foi regada segundo as necessidades, uma ou duas

VEZES por semana.
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O delineamento experimental foi de seis repeticdes por espécie de planta, isolamento e regime
hidrico, e suas correspondentes testemunhas. A unidade experimental foi um vaso com uma planta.
Todas as plantas permaneceram na cdmara de crescimento com 14 horas de luz/dia e temperatura
média entre 20 e 24°C e 49-87% de humidade relativa.

Para as plantas submetidas a saturagdo constante a experiéncia deu-se por concluida 1 més depois
da submersdo dos vasos, quando a sintomatologia na parte aérea ja era severa. Para as plantas com
rega normal, a experiéncia terminou ao fim de 6 meses apds a sua infestacdo, altura em que por
imposi¢ao de prazos teve que se dar por terminada a experiéncia. Nos dltimos 2 meses estas plantas

permaneceram numa estufa com uma temperatura média entre 6,3 e 24,9°C.

Quando a experiéncia se deu por concluida para cada um dos regimes hidricos, avaliou-se a
severidade de sintomas na parte aérea e na raiz e tentou-se o reisolamento do patogénio usado na
infestac@o das plantas, a partir das suas raizes, tal como na Experiéncia 5.A.

A andlise estatistica dos resultados realizou-se de forma idéntica a das experiéncias anteriores,

analisando os resultados dos dois regimes hidricos separadamente.

Resultados

Os sintomas apresentados pelas plantas infestadas, submetidas a saturag¢@o constante, tanto na parte
aérea, como na parte radicular, eram em geral severos e foram semelhantes aos das plantas
infestadas, referidos noutras experiéncias. As testemunhas, submetidas a0 mesmo regime hidrico,
apresentaram somente uma ligeira clorose nas folhas e sistema radicular considerado com um
desenvolvimento normal para as condi¢cdes em que as plantas cresciam.

Todas as plantas submetidas a rega normal, apresentaram um bom desenvolvimento da parte aérea,
independentemente de terem sido infestadas ou tratarem-se de testemunhas. No entanto, o sistema
radicular das plantas infestadas estava severamente afectado e apresentou os sintomas
caracteristicos das plantas infectadas com P. cinnamomi. Pelo contrério, as raizes das testemunhas

estavam bastante desenvolvidas e ndo apresentaram sintomas de doenca.
Os valores médios da severidade de sintomas, assim como as comparacdes de médias

correspondentes aos dois regimes hidricos apresentam-se na Tabela 5.2. As andlises de varidncia e

comparagdes de médias desta experiéncia encontram-se no Anexo VI: B.
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Tabela 5.2 - Valores médios da severidade de sintomas em sobreiros e
azinheiras submetidos a saturacio constante e a rega normal

Saturagio constante " Rega normal I3
Isolamento
Parte aérea Parte radicular | Parte aérea * Parte radicular
PA, 3,1 a 33 a 1,6 34 a
PEs; 23 a 22 b 1,5 32 a
Test. 07 b 05 ¢ 0.8 13 b

! A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%,
3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado; > Plantas avaliadas depois de 1 més de saturagdo constante;
3 Plantas avaliadas depois de 6 meses do inicio da experiéncia; * Os valores médios nio mostraram
diferencas significativas segundo o teste LSD de Fisher para P = 0,05; ° Testemunha; Em cada coluna os
valores seguidos de uma letra comum nao mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD
(Diferenga Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

Para as plantas submetidas a saturacdo constante a analise global de varidncia para a avaliagdo
visual dos sintomas, tanto para as raizes, como para parte aérea, ndo indicou diferencgas
significativas entre sobreiros e azinheiras. Igualmente, tanto para a parte radicular como para a
parte aérea, a andlise mostrou que as plantas infestadas apresentaram sintomas significativamente
mais severos do que as plantas testemunhas. Em relacdo a parte radicular foi ainda possivel
apreciar diferencas entre os dois isolamentos, tendo o PA, causado sintomas mais severos do que o

PEss.

Em relagcdo as plantas submetidas a rega normal, a andlise global de varidncia para a avaliagdo
visual de sintomas na parte radicular indicou diferengas significativas entre sobreiros e azinheiras e
entre plantas testemunhas e infestadas. A severidade de sintomas apresentada pelas azinheiras foi
mais severa do que a dos sobreiros. Do mesmo modo que no regime de saturagdo constante, as
plantas infestadas apresentaram-se claramente mais afectadas do que as plantas testemunhas, ndo se
evidenciando porém diferencas significativas entre os dois isolamentos. Quanto a severidade de
sintomas na parte aérea, a andlise de varidncia ndo evidenciou nenhuma diferenca significativa

entre as varidveis.
Depois de 6 meses do inicio da experiéncia os sintomas nas raizes ainda ndo se tinham repercutido

na parte aérea, possivelmente porque, durante grande parte do decurso da experiéncia, as plantas

tiverem sempre a capacidade de ir repondo as raizes que iam morrendo devido a doenca.
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No final da experiéncia reisolou-se P. cinnamomi das plantas infestadas, em percentagens
superiores a 93,3% nas plantas submetidas a saturag@o hidrica e a 12,5% nas plantas submetidas a

rega normal. Em nenhum caso se reisolou o patogénio das plantas testemunhas.

5.3. DISCUSSAO

No que se refere a temperatura os resultados mostraram que este factor ndo foi limitativo do
processo infeccioso e da manifestacdo de sintomas causado por P. cinnamomi, uma vez que o
sistema radicular das azinheiras infestadas estava muito afectado, a todas as temperaturas
ensaiadas, mesmo o das plantas que se desenvolviam a 10°C. No entanto, ndo se verificou qualquer
relacdo entre temperatura e severidade da doenca nas raizes. O sistema radicular das testemunhas

apresentou um desenvolvimento normal, independentemente da temperatura.

Estes resultados s@o diversos dos apresentados por outros autores que convergem no sentido de
considerarem a temperatura determinante da actividade patogénica de P. cinnamomi. Zentmyer
(1981) verificou que a infeccdo de abacateiros por P. cinnamomi estava relacionada com a
temperatura do solo, existindo uma correlagdo positiva entre a redugdo do peso da raiz a diferentes
temperaturas e o desenvolvimento do patogénio. Trabalhos realizados com Eucalyptus spp.
mostraram que a temperaturas mais altas, a extensdo das lesdes nas raizes causadas por
P. cinnamomi é maior (Grant e Byrt 1984: Shearer et al. 1987; Hiiberli et al. 2002). Estes dltimos
autores verificaram que a severidade de sintomas aumentou significativamente de 20 para 25°C.
Robin et al. (1994) verificaram que a temperatura € o factor determinante nas florestas de Q. rubra
em Franca. Estes autores observaram uma correlacdo positiva entre a temperatura € o
desenvolvimento de lesdes causadas por P. cinnamomi no tronco das drvores. Assim, nos meses de
Inverno, quando a temperatura era menor que 10°C ndo observaram lesdes, mas em Junho, quando
a temperatura ja era alta, verificaram um maior desenvolvimento de lesdes. Isto deve-se, segundo
estes autores, a maior susceptibilidade deste hospedeiro a infec¢do por P. cinnamomi na época em
que o crescimento de Q. rubra é mais activo.

Também Moreira-Marcelino (2001) refere que sobreiros em que a infeccdo com P. cinnamomi
decorreu a temperaturas mais elevadas, mostraram uma maior severidade de sintomas, do que

quando a infeccdo teve lugar a temperaturas mais baixas.
Estas divergéncias de resultados poder-se-4 atribuir por um lado, ao facto de se tratar de distintos
hospedeiros desenvolvendo-se em diferentes condicdes edaficas e por outro, a elevada

susceptibilidade da azinheira a infec¢@o por P. cinnamomi. A conjungdo destes factores podera ter
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contribuido para o diferente comportamento da azinheira que, mesmo as temperaturas menos

favordveis a actividade de P. cinnamomi, apresentou o sistema radicular tdo afectado como as

temperaturas que a bibliografia refere serem mais favoréveis.

No que diz respeito a influéncia do teor de dgua do solo, os resultados confirmaram que o
desenvolvimento da doenga em plantas sujeitas a encharcamento, é mais rapido do que em plantas
submetidas a rega normal. Ndo obstante, o desenvolvimento mais lento da sintomatologia, o
sistema radicular das plantas submetidas a este regime hidrico, apresentou-se severamente
danificado. Em condi¢des controladas, também Tuset et al. (1996) concluiram que o
encharcamento periddico do solo aumenta a infec¢@o das raizes por P. cinnamomi.

A existéncia simultinea do encharcamento e do patogénio provocou um efeito sinérgico no
desenvolvimento da doenga, uma vez que as testemunhas ndo mostraram sintomas de deficiente
desenvolvimento ao fim de 1 més de encharcamento, enquanto que as plantas infestadas estavam

severamente afectadas.

Periodos prolongados de seca severa intervalados por periodos curtos de chuvas intensas, s@o
frequentes no Sul de Portugal e Espanha. Segundo Brasier (1996) e Ferndndez-Cancio (2000) a
tendéncia para um aumento destas condi¢des extremas tem vindo a acentuar-se. Assim, 0 aumento
da frequéncia de chuvas intensas, poderd resultar num agravamento da severidade das infeccdes
causadas por P. cinnamomi em sobreiros e azinheiras, no caso dos solos ndo permitirem uma

adequada drenagem.
Estes resultados levam a admitir que num cendrio de alteracdo de condicdes climadticas globais, a

doenca do declinio de sobreiros e azinheiras causada por P. cinnamomi na Peninsula Ibérica, sera

mais favorecida pela quantidade de dgua disponivel no solo do que pelo aumento da temperatura.
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CAPITULO 6

CONTROLO QUIMICO DO DECLINIO

6.1. INTRODUCAO

O controlo quimico dos patogénios de plantas do género Phytophthora é uma pritica comum na
agricultura (Guest et al. 1995; Erwin e Ribeiro 1996). Uma vasta gama de compostos estd
disponivel comercialmente, com substincias activas, formulagdes e tipos de aplicagdo proprios
para cada espécie. Doses de substincia activa, tempo de aplicacdo, fitotoxicidade, potencial risco
de resisténcia do patogénio ao produto, sdo consideracdes a ter em conta quando se planeia uma
aplicacdo quimica. Nos ecossistemas naturais o controlo quimico € mais problematico. No entanto,
este controlo é por vezes uma importante ferramenta para situagdes especificas, por exemplo,

erradicar um patogénio de um foco limitado ou proteger espécies ameacadas (Hardy et al. 2001).

O controlo de uma doenga policiclica, como a que causa P. cinnamomi em Quercus Spp. em
Portugal e Espanha, s6 € eficaz se a taxa de incremento da doenca mantiver valores reduzidos ou
mesmo nulos. O controlo quimico da doenga depende do modo de ac¢do do produto a nivel
fisiol6gico, numa ou mais fases do ciclo de vida deste patogénio. Qualquer substincia quimica que
actue, quer durante a fase de producdo dos esporingios, quer durante os primeiros estddios da
infeccdo no hospedeiro, devera reduzir a capacidade de P. cinnamomi causar doenga (Matheron e

Porchas 2000).

Nos anos 70 do século XX desenvolveram-se novas classes de fungicidas capazes de controlar
Oomicetes (Cohen e Coffey 1986), o que veio permitir uma maior eficicia no controlo quimico
destes patogénios. Desses fungicidas, alguns apresentam propriedades extremamente uteis contra
vérias espécies de Phytophthora: o metalaxil da classe das fenilamidas e especialmente o fosetil de
aluminio e o fosfito de potdssio, da classe dos fosfonatos (Schwinn 1983; Coffey 1991). Estes
fungicidas sdo sistémicos e tém a vantagem de poder controlar a doenca depois da infec¢do ocorrer

(Erwin e Ribeiro 1996).
A utilizacdo do metalaxil € um avango no controlo das doengas causadas por espécies de

Phytophthora, por causa de ser solivel em dgua, eficaz a baixas concentracdes (<1 ppm),

transportado no xilema e persistir no solo por periodos relativamente longos (Coffey 1991; Erwin
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e Ribeiro 1996). E aplicado no solo tanto em solugdo, como em granulado, em muitas culturas

horticolas, fruticolas e ornamentais (Erwin e Ribeiro 1996).

Apesar das vantagens do metalaxil, o desenvolvimento de resisténcia ao fungicida em varias
espécies de Phytophthora € um importante problema que limita a sua aplica¢do, como por exemplo
no controlo do mildio da batateira causado por P. infestans (Erwin e Ribeiro 1996; Mukalazi et

al. 2001).

O modo de accdo do metalaxil € especifico, inibindo a sintese do RNA ribossémico (rRNA) das
espécies de Phytophthora e é provavelmente regulado por um tnico gene (Erwin e Ribeiro 1996).

Davidse (1987) citado por Erwin e Ribeiro (1996), explica que a inibicdio do rRNA em dultima
andlise conduz a inibi¢do do crescimento de Phytophthora porque priva a célula de ribossomas que
regulam a sintese proteica. Consequentemente, o metalaxil ndo inibe a germinagdo dos esporangios
ou dos zodsporos enquistados, ao contrario do efeito inibidor que causa no crescimento do micélio,
porque estes esporos tém aparentemente suficientes ribossomas para formar o tubo germinativo.
Contudo, quando o tubo germinativo desses esporos penetra nos tecidos, o metalaxil entretanto

absorvido pela planta, causa mal formacdo e paragem de crescimento do micélio.

O estudo da populacdo de P. nicotianae de citrinos na Florida, revelou que uma alta percentagem
de isolamentos permaneceu resistente ao metalaxil, mesmo depois de 2,5 anos sem tratamento dos
pomares com o fungicida (Timmer et al. 1998). Segundo estes autores os isolamentos resistentes
toleram concentragoes elevadas de metalaxil, verificando-se que por vezes estes isolamentos
crescem inclusivamente melhor na presenca desta substancia (100 pg/1).

No trabalho realizado por Benson e Grand (2000) todos os isolamentos de P. cinnamomi isolados
da conifera Abies fraseri (Pursh.) Poir. tratadas com metalaxil, foram sensiveis a concentragdes de
1 ou 1,25 pg de metalaxil /ml. Estes autores concluiram que o patogénio nio desenvolve resisténcia
ao fungicida quando é usado duas ou trés vezes por ano. No entanto, advertem que embora o
metalaxil seja uma ferramenta ttil no controlo de P. cinnamomi, s6 deverd ser usado nas
quantidades recomendadas para assegurar que o patogénio permanega sensivel ao produto.
Também se recomenda a utilizagdo conjunta do metalaxil com um fungicida com modo de acg¢do

diferente, como um protector, para impedir a germinag@o dos esporos (Erwin e Ribeiro 1996).

Os fosfonatos sdo sais ou ésteres do acido fosfénico (H;PO;), vulgarmente referidos como fosfitos,
quando usados para controlar Phytophthora spp. ndo incluindo os compostos com um grupo
organico ligado ao ido fésforo (Hardy er al. 2001). Os fosfitos sdo translocados quer pelo xilema,
quer pelo floema (Ouimette e Coffey 1989; Coffey 1991; Erwin e Ribeiro 1996; Aberton et

al. 1999). No floema sdo translocados com os fotoassimilados (Jackson el al. 2000).
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O fosetil de aluminio (fosfonato tris-O-etil de aluminio) € um fungicida da classe dos fosfonatos
amplamente usado no controlo de espécies de Peronospolares que causam doencas quer na parte
area, quer na parte radicular (Matheron e Matejka 1988; Ouimette e Coffey 1989). O aparecimento
desta substincia é considerado um marco no controlo de doencas causadas por espécies de
Phytophthora ndo obstante a sua fraca actividade no controlo de P. infestans e de P. sojae (Erwin e

Ribeiro 1996).

Por causa da sua mobilidade no floema, o fosetil, pode ser aplicado quer nas folhas quer por
injec¢do no tronco, para controlo de muitas espécies de Phytophthora que causam doengas
radiculares, nomeadamente em citrinos e abacateiros (Farih et al. 1981; Schwinn 1983; Coffey et
al. 1984; Coffey e Joseph 1985).

Este fungicida tem uma acc¢io directa sobre espécies de Phytophthora (Fenn e Coffey 1989). Na
planta é metabolizado na forma de dcido fosfénico (Cohen e Coffey 1986). Uma vez no interior da
planta € muito estdvel (Ouimette e Coffey 1989) e aparentemente nao é rapidamente oxidado em
fosfato (HPO4?), o que possivelmente explica a excepcional duragio do efeito no controlo de

doengas causadas por Phytophthora spp. (Rohrbach e Schenk 1985).

A infec¢do de raizes de abacateiro causada por isolamentos de P. cinnamomi resistentes ao
metalaxil foi geralmente controlada por fosetil de aluminio, embora esta substancia fosse fitotoxica

quando aplicada ao solo em concentracdes elevadas (Timmer et al. 1998).

Os resultados de estudos realizados em abacateiro, revelaram que a combinagdo de praticas
culturais, como podas severas, com o uso de metalaxil e fosetil de aluminio foram promissores
(Coffey et al. 1984). Inicialmente o metalaxil produziu uma recuperacdo mais rdpida, enquanto a
aplicac@o foliar de fosetil foi menos eficaz. Contudo, no ano seguinte, o metalaxil revelou-se
menos eficaz em controlar P. cinnamomi e o vigor da arvore declinou significativamente. Este
estudo concluiu que o controlo mais eficaz da infec¢do em abacateiros adultos foi conseguido com

aplicagoes foliares de fosetil de aluminio.

Mais recentemente, o fosfito de potassio tem vindo a ser largamente usado no controlo de vdrias
espécies de Phytophthora para proteger ecossistemas naturais raros, especialmente plantas da
floresta de Eucalyptus marginata e Banksia spp. na parte Ocidental da Austrdlia (Hardy 1999;
Fairbanks et al. 2001; Hardy et al. 2001; Smith 2001; Shearer et al. 2004).

Os fosfitos apresentam um modo de ac¢do complexo, actuando tanto directamente, inibindo o
crescimento do patogénio, como indirectamente, estimulando a defesa do hospedeiro (Smillie et
al. 1989; Jackson el al. 2000). Estes autores referem que quando a concentracdo de fosfito nas

raizes € elevada, o fosfito actua directamente sobre o patogénio, inibindo o seu crescimento antes
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que a associacdo com o hospedeiro se estabeleca e, quando a concentragdo € baixa, estimula as
defesas da planta. Neste caso a estrutura da parede celular do patogénio € alterada, resultando na
libertagd@o de elicitinas e na indu¢do de mecanismos de defesa na planta (Perez et al. 1995; Daniel
et al. 2005). O grau com que este mecanismo ¢ mantido depende da tolerancia do patogénio ao
fosfito e da resisténcia do hospedeiro.

A concentragdo do fosfito nos tecidos da planta estd relacionada com a taxa de aplicagdo (Smillie et

al. 1989), sendo mais alta nas partes que estdo em crescimento activo (Hardy 1999).

O fosfito € eficaz no controlo da doenca depois de P. cinnamomi se ter estabelecido, pois diminui a
sua capacidade de infectar (Erwin e Ribeiro 1996). No entanto, este controlo implica a repeticdo do
tratamento mais do que uma vez (Hardy 1999).

Aberton et al. (1999) verificaram que o fosfito de potdssio na concentragdo de 6 g de substancia
activa / 1, controlou a progressdo da doenca em plantas de Xanthorrhoea australis que
apresentavam sintomas ligeiros, mas as plantas com sintomas mais severos morriam,

independentemente do tratamento.

Diferentes métodos de aplicagcdo de fosfito tém sido estudados na Austrdlia para proteger plantas
ameacgadas por P. cinnamomi: pulveriza¢Ges foliares e injeccdes no tronco (Hardy et al. 2001;
Smith 2001; Shearer et al. 2004).

No caso do fosfito ser usado em pulverizacdes, € aplicado com um adjuvante para aumentar a
aderéncia do produto as folhas (Fairbanks et al. 1999; Hardy et al. 2001). Estudos realizados em
comunidades naturais na parte Ocidental da Austrdlia, referem que o fosfito aplicado em

pulverizagdo foliar (5 g/1) pode controlar P. cinnamomi pelo menos durante 6 meses (Hardy 1999).

As injecg¢des no tronco permitem a introdu¢do de uma maior quantidade de produto na planta e
eficdcia durante um maior intervalo de tempo, quando comparado com as pulverizagdes (Hardy et
al. 2001). Shearer et al. (2004) referem a reducdo da extensdo da doenca, apds a injec¢do de fosfito
em Banksia spp. e a continuacdo do seu efeito por mais de 5 anos, mesmo depois da ocorréncia de
um incéndio. Segundo estes autores, esse efeito terd ficado a dever-se a permanéncia do produto
nas raizes de Banksia spp.

O fosfito aplicado por injeccdes no tronco também tem sido utilizado experimentalmente para
controlar o declinio provocado por P. cinnamomi em povoamentos de Q. suber e Q. rotundifolia na
Peninsula Ibérica (Fernandez-Escobar ef al. 1994; 1999; Romero et al. 2004). O tratamento com
injec¢des de fosfito de potdssio no tronco em azinheiras e sobreiros na provincia de Huelva -
Espanha, mostrou que ao longo do periodo de avaliacdo (Abril 2001 - Janeiro 2004) as arvores

testemunhas pioraram o seu aspecto geral, acontecendo mesmo em alguns casos a sua morte
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(Romero et al. 2004). As édrvores tratadas exibiram, nuns casos uma paragem na evolucdo dos

sintomas e noutros, uma reducio (Ibidem).

Na Serra do Caldeirdo, em Portugal, estudos que decorrem no dmbito de um projecto LEADER+
entre a Associacdo de Produtores da Serra do Caldeirdo, Camara Municipal de Loulé, Direcgao
Regional de Agricultura do Algarve e Universidade do Algarve, sobre o tratamento de sobreiros
afectados com P. cinnamomi com injeccdes de fosfito de potdssio no tronco, mostraram uma
paragem na evolucdo dos sintomas na parte aérea das arvores, 12 meses apOs o tratamento

(Experiéncia 6.1).

O fosfito de potdssio quando aplicado ao solo, também se mostrou eficaz para reduzir
significativamente a incidéncia e a severidade de sintomas causados por P. cinnamomi em plantas

jovens de Pinus radiata (Ali et al. 1999).

Experiéncias realizadas com Eucaliptus spp. parecem indicar que o fosfito usado nas doses
recomendas ndo tem efeito nas ectomicorrizas das comunidades naturais de plantas na Austrilia

(Hardy, 1999; Hardy et al. 2001).

Embora o fosfito reduza ou previna a morte de plantas em comunidades naturais, ndo evita a
dispersdao do in6culo para dreas ndo infestadas (Hardy er al. 2001). Phytophthora cinnamomi

continua a produzir zodsporos vidveis em plantas tratadas com fosfito (Wilkinson et al. 2001b).

A época de aplicacdo influencia muito o efeito do fosfito nas plantas. Fairbanks et al. (1999)
sugerem que a pulverizacdo do produto antes e durante a época de floracdo deve ser evitada.
Também ndo deve ser aplicado no periodo de repouso vegetativo, ou quando as plantas estdo em
stress por falta de 4dgua, porque nestas condi¢Ges a eficdcia de captacdo do produto é reduzida

(Hardy 1999).

Embora o fosfito tenha sido referido como apresentando baixa fitotoxicidade, varios estudos
mencionam efeitos téxicos em muitas plantas pertencentes a uma ampla gama de espécies, géneros
e familias (Hardy 1999; Fairbanks er al. 2001; Hardham 2005), especialmente plantas da flora
nativa Australiana, mesmo quando aplicado na dose recomenda (Hardy ef al. 2001). Estes efeitos
incluem clorose, necrose foliar, desfoliagdo, anomalias e reducdo de crescimento, redugdo da
viabilidade do pdlen e do crescimento do tubo polinico, redu¢do da germinacdo das sementes ou

mesmo morte da planta (Fairbanks et al. 2001; Hardy et al. 2001).
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Existe uma grande variabilidade na captacdo do fosfito pelas plantas, por isso os sintomas de
fitotoxicidade variam muito entre espécies e plantas da mesma espécie (Hardy 1999; Fairbanks et
al. 1999; Hardy et al. 2001). Para minimizar a fitotoxicidade, a dose de fosfito é aplicada em duas

pulverizagdes (Hardy et al. 2001).

Parece ndo haver correlacdo entre a sensibilidade de P. cinnamomi ao fosfito manifestada in vitro e
in vivo. Vdrios autores referem a existéncia de isolamentos, que em cultura se mostraram sensiveis
ao fosfito, mas quando infectaram plantas revelaram-se tolerantes. Pelo contrario, outros
isolamentos em cultura, manifestaram tolerdncia in vitro e quando em planta mostraram-se
sensiveis (Ibidem; Wilkinson et al. 2001a).

Segundo estes autores, a aplicagdo regular de fosfito pode provocar um aumento da resisténcia de
P. cinnamomi a este produto. No entanto, também referem a existéncia de isolamentos de
P. cinnamomi resistentes ao fosfito obtidos de plantas que nunca tinham sido expostas a este
produto. Os mesmos autores admitem que os isolamentos mais tolerantes ao fosfito sdo mais

patogénicos que os menos tolerantes.

E normalmente na forma de fosfato (H,PO,) que o fésforo é transportado para as células das
plantas (McDonald et al. 2001). Os fosfatos formam-se quando o dcido fosfénico se neutraliza com
uma base e forma um sal. Os fosfatos s@o muito estidveis e devem ser administrados em grandes
quantidades para obter um bom resultado.

Embora o fosfato de potéssio e o 4cido fosférico sejam geralmente utilizados como fontes de
fosforo, pretendeu-se saber se além da sua qualidade como fertilizante, também teriam capacidade

para controlar a infec¢do por P. cinnamomi.

Embora na bibliografia seja referido o controlo de P. cinnamomi pelos fungicidas metalaxil e
fosfonatos em muitas espécies de plantas, a informagdo sobre a sua eficicia no controlo do declinio
de Q. suber e Q. rotundifolia € ainda escassa. Assim, os objectivos das experiéncias neste capitulo
foram: a) determinar e comprovar a actividade fungicida e/ou fungistdtica in vitro do metalaxil,
fosetil de aluminio e fosfito de potassio; b) estudar, em condi¢des controladas, o efeito da aplicagdo
destas substincias e de fosfito de magnésio e dcido fosférico, em plantas jovens de sobreiro e
azinheira infestadas com P. cinnamomi; c) determinar o melhor método de aplicacdo destas
substincias em plantas de sobreiros; d) ver o efeito da aplicacdo de substincias quimicas por

injecgdes ao tronco, em sobreiros adultos.
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6.2. EFEITO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL IN VITRO

(Experiéncia 6.A)

As substancias utilizadas elegeram-se entre as citadas na bibliografia como possuidoras de efeito
fungitéxico e/ou fungistitico sobre espécies de Phytophthora (Cohen e Coffey 1986; Erwin e
Ribeiro 1996). Seleccionaram-se sempre produtos comerciais nas formulagdes disponiveis no

mercado (Tabela 6.1).

Tabela 6.1 - Formulacdo dos produtos ensaiados e concentracdo de
substancia activa

Substéncia quimica Formulagio * sgl(::t:i‘illzti;agfg;?b
Fosetil - Al WP 80 %
Fosfato di-hidrogénio de potassio © SL 98 %
Fosfito de magnésio ° SL 10 %
Fosfito de potdssio SL 45-50 %
Metalaxil GR 5%
Metalaxil WP 25 %
Pent6xido de fésforo © SL 54 %

“ WP - P6 molhével; SL - Concentrado solivel; GR - Granulado; " p/p - Relagio peso/peso; ¢ Nio
utilizado no ensaio in vitro.

Com base na bibliografia e nos resultados obtidos por Cuesta (1999), as doses de substincia activa
utilizadas neste ensaio foram: 100 ppm de fosetil-Al; 100 ppm de fosfito de potassio e 1 ppm de
metalaxil nas suas duas formulacdes: granulado e p6 molhavel.

Para a incorporagdo das substancias no meio de cultura, colocaram-se baldes Erlernmeyer com o
meio acabado de esterilizar num banho termostético a 45°C, de modo a manté-lo em estado liquido,
permitindo a dissolucdo da substincia quimica sem perigo de se degradar por ac¢@o do calor. Uma
vez adicionado a cada baldo a quantidade correspondente de substincia, a solugdo homogeneizou-
se com um agitador magnético, apds o que se verteu em placas de Petri de 90 mm de didmetro, a
razdo de 20 ml por placa.

Quando o meio solidificou, inocularam-se as placas de Petri com discos de agar de 5 mm de
diametro, retirados da margem de colénias dos isolamentos PA,, e PE;; (ver 3.2.2.). Para as
testemunhas procedeu-se de forma igual mas no meio sem substincias quimicas. As placas com os
isolamentos selaram-se com parafilme, agruparam-se segundo a substancia e envolveram-se em

papel de aluminio para evitar o possivel efeito nas restantes placas de uma eventual volatilizacdo de
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alguma das substancias. Foram incubadas a 22°C no escuro durante 6 dias, tempo suficiente para
que o micélio nas placas testemunhas atingisse a margem da placa.
O crescimento das coldnias determinou-se medindo diariamente os seus diAmetros, maior € menor.

A estes valores subtraiu-se o didmetro do disco de agar.

O delineamento experimental consistiu em seis repeticdes por isolamento e por substincia. A
unidade experimental foi a placa de Petri.

Aos dados obtidos aplicou-se a andlise de varidncia, do programa Statistix (Analitycal Software
2000). Os valores médios do didmetro da colénia compararam-se entre si € com as testemunhas
mediante o teste LSD (minima diferenca significativa) de Fisher, para P < 0,05 (Steel e Torrie
1985). Com os valores médios dos diametros das colénias calculou-se a Inibicdo Relativa de

Crescimento (IRC) para cada substancia testada, utilizando a seguinte formula:

D testemunha - D substancia

IRC 100

substincia = D testemunha

em que & (estemunha indica o didmetro médio da colénia na placa com meio sem fungicidas e

D substancia © didmetro médio da coldnia que cresce numa placa com uma determinada substincia

quimica.

Resultados

Na Figura 6.1 apresenta-se a variacdo do didmetro da colénia ao longo de 5 dias de crescimento,

onde se podem apreciar as diferentes sensibilidades dos isolamentos as substincias testadas.
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Figura 6.1 - Didmetro da coldnia dos isolamentos PA,, e PE;; ao longo de 5 dias de crescimento
em meio de cultura Corn Meal Agar (CMA) com varias substancias quimicas.

Os valores médios do diametro das coldnias e de IRC, assim como as respectivas comparagdes de
médias para cada um dos isolamentos apresentam-se na Tabela 6.2. As andlises de varidncia e

comparagdes de médias indicam-se no Anexo VII.

Tabela 6.2 - Efeito de substancias quimicas no crescimento das colénias de PA,, e PE3

Substéncia quimica |00 da colénia || IRC? | Didmetro da colénia'|  IRC>
(mm) (%) (mm) (%)
Fosetil - Al 154 d 794 b 16,1 b 735 ¢
Fosfito de potdssio 1,8 e 97,7 a 1,1 d 98,2 a
Metalaxil GR 288 b 61,6 d 12,6 ¢ 79,3 b
Metalaxil WP 25,5 ¢ 659 ¢ 12,6 ¢ 79,3 b
Testemunhas 73,6 a - 59,5 a —

' Os valores correspondem 2 média de seis repeticdes. As col6nias cresceram em meio de cultura CMA com cada uma
das substincias. O didmetro das colénias mediu-se aos 5 dias de incubagio a 22 °C no escuro; > Inibicio Relativa de
Crescimento, calculada como a percentagem de reducdo do didmetro da col6nia em relagdo as testemunhas; Em cada
coluna os valores seguidos de uma letra comum ndo mostraram diferengas significativas segundo o teste LSD (Diferenca
Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

A andlise global da varidncia para o didmetro da col6nia mostrou diferencas significativas entre os
isolamentos PA,, e PE;; para as diferentes substincias ensaiadas, assim como para a interac¢ao
entre isolamento e substancia quimica. O isolamento PA,, apresentou um crescimento micelial

maior que o isolamento PE;;. Todas as substincias quimicas utilizadas produziram uma
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significativa redu¢do do didmetro da coldnia em relagdo as testemunhas, sendo o fosfito de potéssio

aquele que causou maior reducdo.

A anélise de variancia para IRC também mostrou diferencas significativas entre isolamentos e
substincias quimicas. Assim, o isolamento PE; resultou ser o mais sensivel as substincias,
apresentando uma maior redugdo do crescimento da colénia, relativamente a da testemunha. Por
outro lado, o fosfito de potassio foi o que inibiu mais o crescimento das colénias de ambos os

isolamentos.

Todas as substancias ensaiadas foram eficazes na inibicdo do crescimento, causando redugdes entre

61,6 ¢ 97,7% para o isolamento PA,, e entre 73,5 e 98,2% para PE;.

6.3. ENSAIOS COM SUBSTANCIAS QUIMICAS IN VIVO

6.3.1. Controlo de Phytophthora cinnamomi em Lupinus albus (Experiéncia 6.B)

Para estudar de forma ripida o efeito de diferentes doses de substincia quimica, no controlo da
infec¢do por P. cinnamomi, utilizaram-se plantas de L. albus. As plantas obtiveram-se da forma
descrita em 4.2.4.2. e posteriormente transplantadas para recipientes de 500 ml com vermiculite

himida a razdo de trés plantas por recipiente, tal como referido em 4.2.4.3.

Prepararam-se trés recipientes por substincia ensaiada, dose aplicada e dois tipos de testemunhas,
infestadas e ndo infestadas com P. cinnamomi. A unidade experimental foi um recipiente com trés
plantas.

Todas as plantas foram colocadas numa camara de crescimento, com temperatura entre 20 e 22°C e
12 h luz/dia, onde se restabelecerem da transplantacdo durante 1 semana. Apés este periodo fez-se

a aplicacdo das substancias quimicas.
A Tabela 6.3 indica as substancias quimicas e respectivas doses aplicadas por tratamento. Para a

sua aplicacdo seguiram-se as recomendagdes dos fabricantes e as indicadas no Vademécum de

Productos Fitosanitarios (Lifidn 2000).
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Tabela 6.3 - Substancias quimicas e doses aplicadas em plantas de
Lupinus albus desenvolvendo-se em vermiculite

Substéncia quimica * Dose”
025 g/l
Fosetil — Al 80% 0,025 g/l
. L. 0,3 mll
Fosfito de potdssio 45% 0,03 mi/
. 0,1 g/l
Metalaxil GR 5% 001 g
) 0,1 g/l
Metalaxil WP 25% 0,01 g/l

*p/p - Relagiio peso/peso; " A dose indicada corresponde ao produto comercial.

As doses correspondentes ao metalaxil WP, fosetil de aluminio e fosfito de potdssio, foram
aplicadas a cada recipiente dissolvidas em 50 ml de dgua destilada. A dose de metalaxil GR por se
apresentar na forma de granulos, aplicou-se directamente, adicionando de seguida 50 ml de dgua.

Todas as plantas foram infestadas no dia seguinte a aplicagdo das substincias quimicas. Utilizou-se
como indculo uma suspensido de uma mistura de zodsporos dos isolamentos PA,, e PE;; em
extracto de solo a concentragdo de 6.500 zodsporos/ml. A preparacdo do inéculo e a infestagdo das

plantas realizou-se da forma descrita em 4.2.4.2.

Durante o periodo em que decorreu a experiéncia, aplicou-se semanalmente a cada recipiente 50 ml

de solucdo nutritiva %2 de Hoagland (Anexo V: E) e 70 ml de dgua destilada.

A experiéncia deu-se por terminada 15 dias depois da infestacdo das plantas, quando as
testemunhas infestadas apresentaram sintomas nas folhas. Uma vez terminada a experiéncia,
avaliou-se a severidade dos sintomas seguindo-se os procedimentos ja referidos para as
experiéncias dos capitulos 4 e 5. Neste caso, cada valor de severidade, corresponde ao valor médio
da severidade das trés plantas de cada recipiente. Depois da avaliagdo da severidade dos sintomas
procedeu-se ao reisolamento do patogénio a partir das raizes e a andlise dos resultados.

No caso das plantas tratadas, realizaram-se até trés tentativas de reisolamento de P. cinnamomi, se

a primeira e a segunda fossem negativas.
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Resultados

Os sintomas na parte aérea das testemunhas infestadas consistiram em murchiddo, clorose e
necrose das folhas e um sistema radicular pouco desenvolvido com muitas raizes necrosadas e/ou
podres. As plantas testemunhas ndo infestadas apresentaram um bom estado de desenvolvimento

com um sistema radicular abundante e muitas raizes novas de cor branca.

As plantas tratadas com substincias quimicas apresentaram, consoante o tratamento, uma maior ou
menor severidade de sintomas na parte aérea e sistemas radiculares mais ou menos desenvolvidos

com raizes necrosadas e algumas raizes novas.

Os valores médios da severidade de sintomas na parte aérea e radicular das plantas, assim como a
comparacdo de médias, apresentam-se na Tabela 6.4. As andlises de varidncia e comparagdes de

médias indicam-se no Anexo VIII: A.

Tabela 6.4 - Efeito de substincias quimicas no controlo da infec¢do por
Phytophthora cinnamomi em Lupinus albus desenvolvendo-se
em vermiculite

Severidade média de sintomas >

Substiancia quimica Dose '
Parte aérea | Parte radicular
Fosetil - Al 0,25 g/l 26 b 27 b
0,025 g/l 0,6 cd 0,8
Fosfito de potéssio 0,3 mil 30 ab 3,7
P 0,03 ml/l L1 ¢ 04 cod
. 0,1 gl 0,0 d 0,0 d
Metalaxil GR ’ ’ ’
etalaxil G 0,01 g/ 01 d 00 d
. 0,1 gl 0,8 cd 0,6 cd
Metalaxil WP
et 0,01 g/ 00 d 00 d
Testemunhas (infestadas) - 3,6 a 38 a
Testemunhas (ndo infestadas) - 0,1 d 00 d

! A dose indicada corresponde ao produto comercial; > A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas
foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado; Em cada coluna os
valores seguidos de uma letra comum nio mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca
Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

As andlises de varidncia para a avaliacdo de sintomas tanto da parte aérea, como das raizes,
mostraram diferengas entre tratamentos. As respectivas comparacdes de médias indicaram que a
todas as plantas tratadas com as vdrias substincias quimicas apresentaram severidade de sintomas
significativamente mais baixa do que testemunhas infestadas, com excep¢do das tratadas com a

dose mais elevada de fosfito de potéssio (0,3 ml/l), o que terd sido devido a sensibilidade de
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L. albus a esta dose. Também indicaram que a severidade de sintomas nas raizes das plantas
tratadas com as duas doses de metalaxil GR e de metalaxil WP e com a dose mais baixa de fosfito
de potdssio foi similar a das plantas testemunhas ndo infestadas, o que indica eficdcia destas

substincias e das doses usadas no controlo da doenca.

No final da experiéncia foi possivel 100% de reisolamento de P. cinnamomi a partir das raizes das
testemunhas infestadas. Pelo contrario, ndo se conseguiu isolar das testemunhas ndo infestadas,

nem das plantas submetidas a qualquer dos tratamentos.

Estes resultados indicam que metalaxil GR, metalaxil WP e fosfito de potdssio foram eficazes no

controlo dos sintomas da doenca em L. albus.

6.3.2. Controlo de Phytophthora cinnamomi em sobreiros e azinheiras (Experiéncia 6.C)

Nesta experi€ncia com sobreiros e azinheiras repetiram-se 0os mesmos tratamentos da experiéncia
anterior.

As plantas com cerca de 18 meses de idade, obtidas na Universidade de Cérdoba, foram colocadas
em recipientes de 1000 ml com vermiculite, seguindo-se o procedimento descrito em 4.2.4.3.
Prepararam-se trés repeticdes por espécie de planta, substancia ensaiada, dose aplicada e dois tipos
de testemunhas, infestadas e ndo infestadas com P. cinnamomi. A unidade experimental foi um
recipiente com uma planta.

Os procedimentos utilizados para a infestacdo das plantas e aplicagdo das substincias foram
idénticos aos da Experiéncia 6.B excepto que os sobreiros e azinheiras foram infestados com uma
concentracdo dupla (13.000 zodsporos/ml), por se tratar de plantas lenhosas, com um sistema
radicular mais vigoroso. As plantas foram adicionados semanalmente 50 ml de solugdo nutritiva
2 de Hoagland e 150 ml de dgua destilada.

Esta experiéncia decorreu durante 6 semanas.

Resultados

A severidade dos sintomas na parte aérea das plantas foi em geral baixa para todos os tratamentos.
Os sintomas nas raizes também ndo foram severos.

As plantas tratadas apresentaram um sistema radicular mais ou menos desenvolvido, com raizes
necrosadas mas também raizes novas, dependendo do tratamento. A Tabela 6.5 apresenta os

valores médios da severidade de sintomas na parte aérea e radicular dessas plantas e comparagdo
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das suas médias. As andlises de varidncia e comparacdes de médias encontram-se no

Anexo VIII: B.

Tabela 6.5 - Efeito de substincias quimicas no controlo da infec¢do por
Phytophthora cinnamomi em plantas jovens de sobreiro e
azinheira, infestadas com 13.000 zodsporos/ml, desenvolvendo-se
em vermiculite

Severidade média de sintomas >

Substincia quimica Dose ! 3
Parte aérea Parte radicular

Fosetil - Al 0,25 g/l 0,4 1,7 bed

0,025 g/l 1,1 2,2 ab
Fosfito de potassio 0.3 mll 0.9 15 bed

P 0,03 ml/l 1,1 25 a

Metalaxil GR 0.1 g 0.3 1,0 de

0,01 g/l 0,5 1,1 de
Metalaxil WP 0.1 g 0.9 2,2 ab

0,01 g/l 0,3 1,3 cd
Testemunhas (infestadas) - 0,6 2,0 abc
Testemunhas (nao infestadas) - 0,2 05 e

" A dose indicada corresponde ao produto comercial; > A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi:
0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado; > Os valores médios ndo
mostraram diferengas significativas segundo o teste LSD de Fisher para P = 0,05; Em cada coluna os valores
seguidos de uma letra comum nio mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima
Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

A andlise de variancia para a avaliacdo visual de sintomas na parte radicular das plantas indicou
diferencas significativas entre plantas testemunhas infestadas e ndo infestadas, entre espécies de
plantas e entre tratamentos. Assim, a comparagdo de médias indicou para a azinheira uma
severidade de sintomas radiculares mais elevada do que para o sobreiro. A compara¢do de médias
em funcdo do tratamento revelou que os tratamentos mais eficazes, foram com metalaxil GR nas
duas doses testadas. Estes tratamentos foram os Unicos que permitiram controlar a doenga, pois os
sintomas manifestados por estas plantas foram semelhantes aos das testemunhas ndo infestadas. Os
restantes tratamentos ndo foram eficazes, uma vez que a severidade de sintomas nas raizes ndo

diferiu significativamente das testemunhas infestadas.

A andlise de variancia para a avaliac@o visual de sintomas na parte aérea das plantas ndo mostrou
diferencas significativas entre os diferentes tratamentos, nem entre sobreiros e azinheiras. A
severidade de sintomas na parte aérea ndo teve correspondéncia a observada nas raizes. A ligeira
severidade de sintomas que o sistema radicular das plantas tratadas apresentava, permitiu que a
existéncia de um grande nimero de raizes sis garantissem o bom desenvolvimento vegetativo da

parte aérea, no periodo em que a experiéncia decorreu.
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Reisolou-se P. cinnamomi a partir das raizes das testemunhas infestadas, tanto dos sobreiros (5,6%)
como das azinheiras (20,8%). Também se reisolou de azinheiras tratadas com fosetil-Al nas duas
concentracdes ensaiadas (20,8 - 37,5%) e de sobreiros tratados com 0,03 ml/l de fosfito de potassio
(41,7%). Das raizes das restantes plantas tratadas e das plantas testemunhas ndo infestadas, ndo se

reisolou P. cinnamomi.

Para determinar se a ineficicia de controlo das substincias ensaiadas foi devida as quantidades

utilizadas, repetiu-se a experiéncia aumentando as doses de cada uma as substancias.

6.3.3. Controlo de Phytophthora cinnamomi em sobreiros e azinheiras infestados com uma

concentracio 2,5 x (Experiéncia 6.D)

Esta experiéncia foi semelhante a experié€ncia anterior, com a excepg¢do das plantas terem infestadas
com 32.500 zodsporos/ml, por entretanto se ter demonstrado que esta foi a concentragdo que
induziu sintomas mais evidentes nas raizes (Experiéncia 4.1).

Prepararam-se seis repeticdes por espécie de planta, substdncia quimica, dose e testemunhas
infestadas e ndo infestadas. A unidade experimental foi uma planta por recipiente. As substincias
ensaiadas e as doses aplicadas em cada tratamento indicam-se na Tabela 6.6.

O ensaio deu-se por concluido 4 semanas depois da infestacao das plantas.

Tabela 6.6 - Substincias quimicas e doses aplicadas em plantas
jovens de sobreiro e azinheira, infestadas com 32.500
zodsporos/ml, desenvolvendo-se em vermiculite

Substincia quimica * Dose
Fosetil - Al 80% gl
05 gl
" L. 1 ml/l
Fosfito de potdssio 45% 05 mll
1 gl
Metalaxil GR 5% 0,1 gl
0,01 g/
Metalaxil WP 25% b
etalaxi o 01 g

p/p - Relagio peso/peso; ° A dose indicada corresponde ao produto comercial.
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Resultados

A severidade de sintomas das plantas, tanto nas folhas como nas raizes, foi semelhante a observada
na experiéncia anterior, mesmo com uma concentragdo de zodsporos superior. Os valores médios
da severidade de sintomas e as comparac¢des de médias apresentam-se na Tabela 6.7. As andlises de

variancia e comparacdes de médias apresentam-se no Anexo VIII: C.

Tabela 6.7 - Efeito de substancias quimicas no controlo da infec¢do por Phytophthora
cinnamomi em plantas jovens de sobreiro e azinheira, infestadas com uma
concentracio de 32.500 zo6sporos/ml, desenvolvendo-se em vermiculite

Severidade média de sintomas >
Substincia quimica Dose ' —
Parte aérea Parte radicular
. 0,5 gl 1,1 2,4 ab
Fosetil - Al 1 ol 12 25 a
Fosfito de potdssio 0,5 mil 0,9 19 ¢
1 mll 0,7 2,1 abc
0,01 g1 1,0 2,0 bc
Metalaxil GR 0,1 gl 1,0 1,8 cd
1 g/l 1,1 2,5 a
. 0,1 gl 1,0 2,1 abc
Metalaxil WP 1 o 07 22 abe
Testemunhas (infestadas) - 1,5 2,4 ab
Testemunhas (nfio infestadas) - 0,0 1,3 d

" A dose indicada corresponde ao produto comercial; > A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi:
0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado; > Os valores médios ndo mostraram
diferencas significativas segundo o teste LSD de Fisher para P = 0,05; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra
comum nao mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para
P =0,05 (Steel e Torrie 1985).

A andlise global de variancia para a avaliagdo visual de sintomas nas raizes revelou diferencgas
significativas em func¢fo dos tratamentos e da interac¢do planta-tratamento, mas nio entre sobreiros
e azinheiras. A comparacdo de médias em fungdo do tratamento indicou que as testemunhas ndo
infestadas apresentaram severidade mais baixa do que a apresentada pelas testemunhas infestadas.
As substancias que resultaram mais eficazes foram o metalaxil GR (0,1 g) e o fosfito de potassio
(0,5 ml), dado que reduziram significativamente a severidade de sintomas radiculares em relagdo as
testemunhas infestadas. No entanto, o tratamento com metalaxil GR foi o melhor, uma vez que
controlou a doenca a tal ponto que os sintomas manifestados foram semelhantes aos das
testemunhas ndo infestadas. A ineficdcia verificada com a dose mais baixa de metalaxil (0,01g/1)
em relagdo a experiéncia anterior, pode explicar-se por se ter utilizado uma concentracdo maior de
zoosporos na infestacdo das plantas. Em contrapartida, para a ineficacia da dose 10 vezes superior

(1 g/1) ndo se encontrou explicacao.
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No caso dos sintomas na parte aérea a analise da variancia revelou diferencas significativas entre as
espécies de plantas mas ndo entre os tratamentos, apesar de as plantas testemunhas ndo infestadas
nao mostrarem sintomas. A compara¢do de médias mostrou que a azinheira apresentou uma
severidade de sintomas na parte aérea mais elevada que o sobreiro, embora os sistemas radiculares
de ambas as espécies apresentassem uma severidade semelhante.

Uma vez mais se verificou que a severidade de sintomas nas raizes ndo se reflectiu na parte aérea,
pelo facto do sistema radicular apresentar raizes funcionais em nimero suficiente para satisfazer as

necessidades da planta.

Foi possivel reisolar P. cinnamomi a partir de raizes de sobreiros e azinheiras testemunhas
infestadas, e de raizes tratadas com a dose mais alta de fosfito de potassio (1 ml/l). Ndo se reisolou
P. cinnamomi das testemunhas ndo infestadas, assim como das plantas submetidas aos restantes

tratamentos.

A utilizacdo de vermiculite nas experiéncias anteriores teve como finalidade eliminar possiveis
interferéncias na acc¢do das substincias que ocorreriam no caso de se utilizar terra como substrato.

Nas experiéncias seguintes usou-se uma mistura de areia, limo e turfa.

6.3.4. Controlo de Phytophthora cinnamomi em sobreiros e azinheiras submetidos a

encharcamento continuo (Experiéncia 6.E)

Utilizaram-se sobreiros e azinheiras com 12 meses de idade procedentes de um viveiro comercial.

O in6culo utilizado para a infestacio das plantas consistiu numa mistura de micélio e
clamidésporos dos isolamentos PA,, e PE;; em suspensdo aquosa. O processo seguido para a
preparacgdo do indculo e infestacdo das plantas foi o descrito em 4.2.1.2.

Prepararam-se seis repeti¢des por espécie de planta, substancia ensaiada, testemunhas infestadas e
ndo infestadas. A unidade experimental foi o0 vaso com uma planta.

As plantas foram colocadas numa cdmara de crescimento com temperatura entre 22 e 25°C e 14 h
de luz/dia durante uma semana, onde se regaram e pulverizaram para se restabelecerem da
transplantacdo. Depois, transferiram-se para uma estufa onde decorreu a experiéncia.

As plantas foram tratadas com as mesmas substdncias quimicas utilizadas nas experi€ncias

anteriores, usando as doses recomendadas pelos fabricantes (Tabela 6.8).
A aplicacdo de metalaxil WP, fosetil de aluminio e fosfito de potassio realizou-se adicionando as
plantas 200 ml de solucdo com a substancia na dose requerida, em dois momentos (100 + 100 ml),

para permitir a sua completa absor¢do pelo substrato. O metalaxil GR aplicou-se directamente nos
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vasos, adicionando em seguida 200 ml de dgua destilada em dois momentos diferentes (100 +
100 ml). As plantas testemunhas, foram igualmente aplicados os mesmos volumes de dgua

destilada.

Tabela 6.8 - Substancias quimicas e doses aplicadas as plantas jovens de
sobreiro e azinheira submetidas a encharcamento continuo

Substincia quimica * Dose °
Fosetil - Al 80% 2,5 gl
Fosfito de potéssio 45% 3 mll
Metalaxil GR 5% 1 gl
Metalaxil WP 25% 1 gh

* p/p - Relagiio peso/peso; ® A dose indicada corresponde ao produto comercial.

No dia seguinte a aplicagdo das substancias quimicas submeteram-se os vasos a encharcamento
continuo, procedendo como referido em 4.2.1.3.

A experiéncia deu-se por terminada ao fim de 6 semanas, quando as testemunhas infestadas
mostraram sintomas da doenga na parte aérea.

A temperatura média na estufa, durante o tempo da experiéncia, variou entre 11,4 e 26,2°C.

No final da experiéncia seguiram-se os procedimentos referidos nas experiéncias anteriores sobre

controlo, quanto a avaliacdo de sintomas, reisolamento de P. cinnamomi e anélise dos resultados.

Resultados

As plantas testemunhas infestadas evidenciaram os sintomas caracteristicos da doenca do declinio,
nomeadamente clorose, desfoliagdo, necrose das folhas e sistema radicular danificado. As
testemunhas ndo infestadas exibiram um bom desenvolvimento vegetativo, ainda que as raizes
estivessem ligeiramente afectadas, como resultado do encharcamento a que foram sujeitas.

As plantas tratadas apresentaram, maior ou menor severidade de sintomas nas folhas e sistemas
radiculares mais ou menos destruidos, com algumas raizes novas de cor clara, conforme o
tratamento a que foram sujeitas. A Tabela 6.9 apresenta os valores médios da severidade de
sintomas na parte aérea e radicular dos sobreiros e azinheiras e respectiva comparacdo de médias.

As andlises de variancia e comparagoes de médias expdem-se no Anexo VIII: D.
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Tabela 6.9 - Efeito de substincias quimicas no controlo da infeccdo por
Phytophthora cinnamomi em plantas jovens de sobreiro e azinheira
submetidas a encharcamento continuo

Severidade média de sintomas *
Substancia quimica Dose '

Parte aérea Parte radicular
Fosetil - Al 2,5 gl 1,7 b 1,9 cd
Fosfito de potéssio 3,0 ml/1 2,4 ab 24 be
Metalaxil GR 1,0 gl 1,6 b 1,9 cd
Metalaxil WP 1,0 gl 3,0 a 3,1 a
Testemunhas (infestadas) - 1,8 b 2,5 ab
Testemunhas (nao infestadas) — 04 c 15 d

! A dose indicada corresponde ao produto comercial; > A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi:
0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado; Em cada coluna os valores
seguidos de uma letra comum nio mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima
Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).

Tal como na experiéncia anterior a andlise global de variincia para a avaliacdo visual de sintomas
na parte radicular revelou diferencas significativas em fungdo dos tratamentos mas nfo entre
sobreiros e azinheiras. A comparacio de médias indicou que as testemunhas infestadas
apresentaram severidade de sintomas mais elevada do que a apresentada pelas testemunhas ndo
infestadas. As plantas tratadas com metalaxil GR e fosetil-Al mostraram uma severidade de
sintomas nas raizes, que ndo diferiu da manifestada pelas testemunhas ndo infestadas, o que

demonstra a sua capacidade para controlar a infec¢do nas raizes.

Em relacdo aos sintomas da parte aérea, a andlise global de varidncia mostrou diferencas
significativas entre os vdrios tratamentos e entre sobreiros e azinheiras. As respectivas
comparagdes de médias mostraram que a sintomatologia na parte aérea exibida pelas testemunhas
infestadas foi também mais elevada que a apresentada pelas testemunhas ndo infestadas. Ao
contrario do que se verificou com as raizes, a parte aérea da azinheira mostrou-se mais afectada do

que a do sobreiro.

Foi possivel reisolar P. cinnamomi em percentagens sempre superiores a 29,2% para os sobreiros e
50% para as azinheiras. O patogénio reisolou-se a partir de raizes das testemunhas infestadas e, ao
contrario do verificado nas experiéncias anteriores, também de raizes das plantas submetidas a

todos os tratamentos. N3o foi reisolado das raizes das testemunhas nio infestadas.
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Com base nos resultados pretendeu-se saber qual a influéncia das substincias quimicas ensaiadas e
o efeito de outras doses no controlo de P. cinnamomi em plantas de sobreiros e azinheiras, quando

submetidas a periodos mais curtos de encharcamento.

6.3.5. Controlo de Phytophthora cinnamomi em sobreiros e azinheiras submetidos a

encharcamento 2 dias sucessivos por semana (Experiéncia 6.F)

O procedimento seguido na preparacdo desta experiéncia foi o referido para a Experiéncia 6.E.

As plantas utilizadas nesta experiéncia procederam de um viveiro comercial e tinham cerca de 12
meses de idade. O indculo consistiu numa mistura de micélio e clamidésporos dos isolamentos
PA,y e PEgs em suspensdo aquosa. Prepararam-se seis repeticdes por espécie de planta, substancia
ensaiada, dose aplicada, testemunhas infestadas e ndo infestadas. A unidade experimental foi o
vaso com uma planta.

Foram utilizadas as mesmas substancias quimicas usadas nas experiéncias anteriores com a
excepcdo do metalaxil WP 25% por ndo se ter revelado eficaz no controlo de P. cinnamomi em

sobreiros e azinheiras. As doses e as substiancias ensaiadas indicam-se na Tabela 6.10.

Tabela 6.10 - Substincias quimicas e doses aplicadas as plantas
jovens de sobreiro e azinheira submetidas a
encharcamento 2 dias sucessivos por semana

Substancia quimica * Dose °

5 gl

Fosetil-Al 80% 0.5 ¢l
01 gl
0,01 g1 ¢
1 ml/1

Fosfito de potdssio 45% 0,5 ml/l
0,1 ml/l
0,1 gl

Metalaxil GR 5% 0,01 g1
0,005 g/l

* p/p - Relagio peso/peso; ° A dose indicada corresponde ao produto comercial; © Dose
aplicada a azinheiras; ¢ Dose aplicada aos sobreiros.

Tal com na experiéncia anterior as plantas foram mantidas durante 1 semana numa cdmara de
crescimento e depois transferidas para uma estufa.
As plantas foram tratadas com as substancias quimicas, conforme referido na experiéncia anterior e

no dia seguinte submetidas a encharcamento durante 48h. O encharcamento repetiu-se
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semanalmente durante os 3 meses em que a experiéncia decorreu. A temperatura média na estufa

variou entre 9,9 e 31,7°C.

Resultados

De uma maneira geral a severidade de sintomas na parte aérea das plantas, apds 3 meses de duragdo
da experiéncia, foi menor do que a verificada na experiéncia anterior, que decorreu em metade do
tempo. Mais uma vez se verificou que os sintomas da parte aérea ndo reflectiram os sintomas
observados nas raizes, que de uma maneira geral foram severos, tanto das testemunhas infestadas,
como das plantas tratadas. Na Tabela 6.11 indicam-se os dados da severidade média de sintomas na
parte aérea e radicular, assim como as respectivas comparacdes de médias. As andlises de variancia

e comparagdes de médias referentes a esta experi€ncia encontram-se no Anexo VIII: E.

Tabela 6.11 - Efeito de substincias quimicas no controlo da infeccdo por Phytophthora
cinnamomi em plantas jovens de sobreiros e azinheiras submetidas a
encharcamento 2 dias sucessivos por semana

A . .. Dose ' Severidade média de sintomas *
Substancia quimica
Sobreiro Azinheira Parte aérea | Parte radicular
. 0,5 gl 5 g/l 0,9 bc 30 a
Fosetil - Al 01 gl 05 gl 17 a 3,1 a
0,01 g/l 0,1 gl 1,0 bc 32 a
1 ml/1 1 ml/l 0,8 bc 29 a
Fosfito de potdssio 0,5 ml/ 0,5 ml/ 07 ¢ 30 a
0,1 ml/l 0,1 ml/l 0,9 be 30 a
0,1 gl 0,1 gl 0,8 ¢ 25 b
Metalaxil GR 0,01 g1 0,01 g/l 0,9 be 25 b
0,005 g/ 0,005 g/ 1,3 ab 29 a
Testemunhas (infestadas) - - 0,8 bc 32 a
Testemunhas (ndo infestadas) — — 05 ¢ 1,3 ¢

" A dose indicada corresponde ao produto comercial; > A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem
sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra
comum nio mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05
(Steel e Torrie 1985).

A andlise de varidncia para a avaliacdo visual de sintomas nas raizes mostrou diferengas
significativas entre espécies de plantas e entre os diferentes tratamentos. A comparag¢do de médias
indicou que as azinheiras foram mais susceptiveis que os sobreiros, apresentando severidade média
de sintomas significativamente superior. Uma vez mais, as testemunhas infestadas apresentaram

severidade de sintomas mais elevada do que a apresentada pelas testemunhas ndo infestadas.
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O metalaxil GR nas duas doses mais elevadas foi o que se revelou mais eficaz no controlo da
doenga, ainda que as raizes das plantas apresentassem sintomas significativamente superiores aos

das testemunhas nao infestadas.

Em relagcdo aos sintomas na parte aérea, a andlise de variancia indicou diferencgas significativas
entre os tratamentos, no entanto, as testemunhas ndo infestadas nao diferiram das infestadas. Todas
as plantas, incluindo as testemunhas infestadas, apresentaram em geral uma severidade de sintomas
muito ligeira. Tal como se tem vindo a verificar em experiéncias anteriores, 0s sintomas na parte
aérea, ndo tiveram correspondéncia com os severos sintomas observados nas raizes, pois o sistema

radicular apresentava ainda raizes que permitiram o desenvolvimento da planta.

No fim da experiéncia, conseguiu-se o reisolamento de P. cinnamomi a partir de raizes, em todos
os tratamentos, excepto das testemunhas, ndo infestadas. A percentagem de reisolamento foi
sempre superior para a azinheira (83,3-100%), enquanto que para o sobreiro esta percentagem

variou entre 29,2 € 70,8%.

6.3.6. Efeito da aplicacdo de sais potassicos de fosfitos e de fosfatos no controlo de

Phytophthora cinnamomi (Experiéncia 6.G)

Esta experiéncia foi realizada no ambito de um projecto de investigacdo efectuado em colaboragio
com o Departamento de Ingenieria Forestal da Universidade de Cérdoba.

Utilizaram-se sobreiros e azinheiras com 6 meses de idade obtidas na Universidade de Cérdoba. As
plantas transferiram-se dos tabuleiros com alvéolos onde se encontravam, para vasos ligeiramente
mais altos que os utilizados nas experiéncias anteriores (13 x 13 x 25,5 cm) com substrato
constituido por uma mistura de areia, limo e turfa (1:1:1 em volume). O indculo consistiu numa
suspensdo aquosa de micélio e clamidésporos do isolamento PEg,. Este isolamento foi obtido da
rizosfera de uma azinheira situada na zona de Montoro, Cérdoba, em Dezembro de 2000. Os
processos de preparacdo do indculo e infestagdo das plantas foram os descritos em 4.2.1.2.
Prepararam-se 40 repeti¢des por espécie de planta, substancia ensaiada, dose aplicada, testemunhas
infestadas e ndo infestadas, repartidas em 10 blocos de 4 plantas. Os blocos foram distribuidos nas
bancadas de forma a eliminar o efeito de lugar. A unidade experimental foi o vaso com uma planta.
As plantas foram colocadas numa estufa onde recuperaram da transplantacdo durante 1 semana.
Findo este periodo, foram submetidas a um plano de tratamentos durante 2 meses e meio. Este
plano consistiu na aplicagdo quinzenal de 50 ml de solu¢do de substancia activa, num total de seis
aplicagdes por planta (Tabela 6.12). As plantas testemunhas foi também adicionado

quinzenalmente igual volume de dgua destilada.
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Tabela 6.12 - Substancias quimicas e doses aplicadas quinzenalmente
a plantas jovens de sobreiro e azinheira, durante
2 meses e meio

Substancia quimica Dose
o . L 10 mgl*
Fosfato di-hidrogénio de potassio 98%
20 mg/l1*®
Fosfito de potassio 50 % p/p " 1,6 ml/l

* Concentragdo de fésforo; ® p/p - Relagdo peso/peso.

As plantas regaram-se diariamente pelo sistema gota a gota. A temperatura média durante o tempo

em que a experiéncia decorreu variou entre 10 e 31°C.

Ao fim de 6 meses deu-se por concluida a experiéncia para metade das plantas (20 plantas de cada
espécie/tratamento). Procedeu-se a avaliagdo da severidade de sintomas e ao reisolamento de
P. cinnamomi deste primeiro lote de plantas, seguindo os procedimentos adoptados nas

experiéncias anteriores.

Das restantes plantas, metade (10 plantas de cada espécie/tratamento) foi pulverizada com uma
solucdo de fosfito de potdssio (concentragdo 3 ml de substancia activa/l solug@o) e a outra metade

usou-se como controlo. A pulverizagao realizou-se com um pulverizador eléctrico (Figura 6.2).

As plantas foram pulverizadas até ficarem completamente molhadas, mas ndo excessivamente, para
evitar que a solu¢do com a substincia escorresse para o substrato. Foram depois deixadas a secar e

novamente pulverizadas. A pulverizacdo repetiu-se 3 meses depois.
Para o segundo lote de plantas, a experiéncia deu-se por concluida ao fim de 12 meses. A

semelhanca das plantas do primeiro lote, procedeu-se a avaliacdo da severidade de sintomas das

plantas e ao reisolamento de P. cinnamomi.
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Figura 6.2 - Pulverizacdo de sobreiros e azinheiras com fosfito de potdssio.

Uma avaria no sistema de rega provocou a morte de algumas plantas. Por este motivo, na andlise
estatistica, ndo foi possivel dispor da totalidade dos dados, ndo se podendo realizar a andlise global
de variancia. Realizaram-se no entanto, andlises de varidncia e comparagdo de médias

individualizadas por tratamento.

Resultados

Os sintomas que os sobreiros e azinheiras manifestaram no final da experiéncia foram semelhantes
aos ocorridos nas experiéncias anteriores e podem-se observar na Figura 6.3. A semelhanca do que
se observou nessas experiéncias, a severidade de sintomas na parte aérea das plantas foi mais baixa

do que a manifestada nas raizes.
Na Tabela 6.13 apresenta-se a severidade média dos sintomas na parte aérea e radicular das plantas

e respectivas comparagdes de médias, ao fim de 6 e 12 meses. As andlises de variancia e

comparagdes de médias encontram-se no Anexo VIII: F.
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Figura 6.3 — Sintomatologia das plantas ao fim de 1 ano do inicio da experiéncia. Plantas de
sobreiro e azinheira previamente tratadas com sais potdssicos de fosfitos e de
fosfatos e posteriormente pulverizadas com fosfito de potdssio (da esquerda para a
direita: testemunha infestada; planta tratada com 1,6 ml/l de fosfito de potdssio; 20
mg/1 de fosfato di-hidrogénio de potdssio; 10 mg/l fosfato di-hidrogénio de potdssio;

testemunha ndo infestada).

Tabela 6.13 - Efeito de substancias quimicas no controlo da infec¢io por Phytophthora cinnamomi
em plantas jovens de sobreiro e azinheira tratadas com sais potdssicos de fosfitos e

de fosfatos

Severidade de sintomas '
Substancia quimica 6 meses 12 meses
Parte aérea| Parte radicular | Parte aérea *| Parte radicular

Fosfato di-hidrogénio de potassio 10 mg/l 0,7 1,8 b 1,1 2,3 bed
Fosfato di-hidrogénio de potassio 20 mg/l 1,1 1,7 be 1,3 2,5 abc
Fosfito de potéssio 0,4 14 ¢ 1,4 20 d
Testemunhas (infestadas) 0,8 2,8 a 1,3 2,8 a
Testemunhas (nao infestadas) 0,4 0,8 d 1,4 1,5 ¢
Fosfato di-hidrogénio de potdssio 10 mg/l + Fosfito K * — - 0,8 2,1 cod
Fosfato di-hidrogénio de potéssio 20 mg/l + Fosfito K * - - 1,3 2,7 ab
Fosfito de potassio + Fosfito K - - 1,6 2,4 abc
Testemunhas (infestadas) + Fosfito K 3 - - 1,2 2,4 abc
Testemunhas (ndo infestadas) + Fosfito K 3 — — 1,2 15 e

I A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi: 0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido
afectado; > Os valores médios ndo mostraram diferencas significativas segundo o teste LSD de Fisher para P = 0,05; * Tratamentos
realizados 6 meses depois do inicio da experiéncia; Em cada coluna os valores seguidos de uma letra comum ndo mostraram diferengas
significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).
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Depois de 6 meses de transcorrida a experiéncia, a andlise de varincia para a avalia¢do visual da
sintomatologia nas raizes mostrou diferencas entre espécies de plantas e entre diferentes
tratamentos. A azinheira apresentou severidade de sintomas mais elevada que o sobreiro. Em
relacdo as plantas tratadas, todas apresentaram uma severidade de sintomas radiculares
significativamente menor que as testemunhas infestadas. Assim, todos os tratamentos se mostraram
eficazes para o tratamento da doenca, embora a severidade de sintomas das raizes das plantas
tratadas tenha sido sempre superior a das raizes das testemunhas ndo infestadas. O tratamento com
fosfito de potéssio foi o que resultou ser mais eficaz, uma vez que a severidade se sintomas nas

raizes foi a que mais se aproximou da apresentada pelas testemunhas ndo infestadas.

N

Quanto a severidade de sintomas exibida pela parte aérea das plantas, a andlise de variancia
também mostrou diferencas significativas entre diferentes tratamentos mas ndo entre sobreiros e
azinheiras. O tratamento com fosfito de potdssio foi também o que resultou ser mais eficaz, pois
permitiu que as plantas exibissem uma sintomatologia semelhante a das testemunhas ndo
infestadas.

Ao contrdrio do que se verificou nas experiéncias anteriores, o tratamento que foi mais eficaz na
reducdo da severidade de sintomas nas raizes das plantas, foi também o mais eficaz na reducdo da

severidade na parte aérea.

Ao fim de 12 meses do inicio da experiéncia a andlise de varidncia da severidade de sintomas nas
raizes também mostrou diferencas significativas entre espécies de planta e tratamentos. Tal como
se verificou ao fim de 6 meses, as azinheiras apresentaram severidade mais severa do que os
sobreiros. Nao se registaram diferengas entre testemunhas infestadas, nem entre testemunhas nao
infestadas, pulverizadas ou ndo com fosfito. De uma maneira geral, a pulverizacdo com fosfito de
potassio ndo reduziu a severidade de sintomas em relacdo as plantas ndo pulverizadas, uma vez que
a severidade de sintomas das plantas pulverizadas foi semelhante a exibida pelas correspondentes
testemunhas infestadas.

O tratamento inicial com fosfito de potdssio continuou a ser o mais eficaz no controlo da
severidade de sintomas nas raizes, que foi significativamente mais baixa que a manifestada pelas
testemunhas infestadas, tanto as pulverizadas, como as ndo pulverizadas.

O tratamento inicial com 10 mg/l de fosfato di-hidrogénio de potdssio também diminuiu
significativamente a severidade de sintomas nas raizes em relacdo as testemunhas infestadas, nao

pulverizadas.

A andlise de variancia da severidade de sintomas na parte aérea ndo revelou diferengas
significativas entre os varios tratamentos ao fim de 12 meses, embora os sobreiros apresentassem

severidade de sintomas mais severa do que as azinheiras. Uma vez mais, os sintomas nas raizes nao
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se reflectiram na parte aérea, por o sistema radicular ndo se encontrar ainda muito danificado e

dispor de raizes suficientes para garantir as necessidades das plantas.

A andlise da severidade de sintomas nas plantas ao fim de 12 meses, podera ter sido condicionada
pela morte de algumas plantas por falta de d4gua, devido ao mau funcionamento do sistema de rega
no tratamento com 10 mg/l de Fosfato di-hidrogénio de potéssio e em algumas testemunhas. Por

este facto, estes resultados ndo sdo conclusivos.

Depois de 6 meses de inicio da experiéncia P. cinnamomi reisolou-se em todos os tratamentos,
excepto nas testemunhas ndo infestadas e nos sobreiros tratados com 20 mg/l de fosfato di-
hidrogénio de potdssio. As percentagens de reisolamento variaram entre 1,7 e 5,6 para os sobreiros
e 14,1 e 27,8% para as azinheiras.

Ao fim de 12 meses, somente foi possivel reisolar o patogénio a partir de sobreiros e azinheiras
testemunhas infestadas, ndo pulverizadas e pulverizadas com fosfito de potassio e de azinheiras
tratadas e pulverizadas com fosfito de potdssio em percentagens de 19,4 % para sobreiros e de 1,5 a

22,2% para azinheiras.

6.3.7. Efeito de dois métodos de aplicaciao de substancias quimicas no controlo de Phytophthora
cinnamomi em sobreiros submetidos a encharcamento 2 dias sucessivos por semana

(Experiéncia 6.H)

Nas experiéncias anteriores as substancias quimicas foram sempre aplicadas directamente no solo.
Nesta experiéncia, além de equiparar o efeito de trés substincias quimicas, dois fosfitos e um acido,
pretendeu-se comparar o método de aplicacdo no solo com o de pulverizacéo.

Os sobreiros utilizados nesta experiéncia adquiriram-se num viveiro comercial e tinham 6 meses de
idade. As plantas foram transferidas dos tabuleiros com alvéolos onde cresciam, para vasos iguais
aos utilizados na experiéncia anterior. Usou-se como substrato uma mistura de areia, e turfa (1:1
em volume), igualmente complementado com nutrientes, como referido em 4.2.1.1. Os isolamentos
utilizados para a infestacdo das plantas foram PA, e PA,y, com os quais se preparou uma tnica
suspensdo de micélio e clamiddsporos. Os procedimentos seguidos para a preparagdo do indculo e
a infestacdo de plantas foram os referidos em 4.2.1.2.

Realizaram-se dez repeti¢des por varidvel experimental (substancia quimica, tipo de aplicagdo e
dose aplicada), testemunhas infestadas e néo infestadas. Os vasos foram colocados em caixas (40 x
30 x, 24 cm) previamente lavadas com lixivia a 10%. As plantas repartiram-se por dois blocos de
cinco plantas, distribuidos ao acaso pelas bancadas da estufa, para eliminar o efeito de lugar. A

unidade experimental foi o vaso com uma planta.
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Depois das plantas permanecerem 1 semana na estufa, realizou-se o tratamento, que consistiu na
aplicacdo de 50 ml da solugdo de cada substancia activa a metade dos vasos e na pulverizacio das
plantas da outra metade, de acordo com as doses indicadas na Tabela 6.14. A aplicagdo por
pulverizacdo processou-se de forma semelhante & referida na experiéncia anterior. O tratamento
repetiu-se mensalmente durante o tempo que decorreu a experiéncia, realizando-se sempre no dia

anterior ao encharcamento, que decorreu durante dois dias sucessivos por semana (Figura 6.4).

Tabela 6.14 - Substancias quimicas, tipo de aplicacdo e doses aplicadas
mensalmente a plantas jovens de sobreiro, durante 3 meses

Substincia quimica® Tipo de Aplicacio Dose "
Rega 2,5 mll
Fosfito de magnésio 10% MgO 1,25 ml1
Pulverizagio 100 mi/l
50 ml/l
Rega 1,67 mi/
Fosfito de potdssio 50 % K,HPO3 (3)’83 nmlﬂﬁ
Pulverizagio 15 mul
Rega 468,9  ul
Pent6xido de fésforo 54% P,0s 2345  pin
Pulverizagio 2 mi/l
¢ 1 mlfl

p/p - Relagio peso/peso; ° A dose indicada corresponde ao produto comercial.

Figura 6.4 - Aspecto geral das plantas na estufa. a) Plantas submetidas a encharcamento 2 dias
sucessivos por semana; b) As mesmas plantas fora de dgua.
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A experiéncia decorreu durante 3 meses numa estufa, onde a temperatura média variou entre 14 e
29°C. Ao fim deste periodo as testemunhas infestadas mostraram sintomas da doenga.

O processo seguido para a avaliagdo de sintomas na parte aérea e radicular, reisolamento de
P. cinnamomi e andlise estatistica dos resultados foi idéntico ao seguido nas experiéncias

anteriores.

Resultados

A sintomatologia observada nas testemunhas infestadas foi a caracteristica das plantas infectadas
com P. cinnamomi. As testemunhas ndo infestadas mostraram um bom desenvolvimento, tanto na
parte aérea como na parte radicular. As plantas tratadas apresentaram um desenvolvimento maior
ou menor, consoante o tratamento. Na Figura 6.5 pode apreciar-se a sintomatologia dos sobreiros

tratados com as varias substincias e testemunhas.

A Tabela 6.15 apresenta os valores médios da severidade de sintomas na pare aérea e radicular das
plantas e respectivas comparacdes de médias. As andlises de varidncia e comparacdes de médias

encontram-se no Anexo VIII: G.

Tabela 6.15 - Efeito de substincias quimicas e tipo de aplicacdo no controlo da
infeccdo por Phytophthora cinnamomi em plantas jovens de
sobreiro submetidas a encharcamento 2 dias sucessivos por semana

Substancia quimica Ti.po d? Dose ! Severidade média de sintomas >
aplicagdo -
Aéreos Radiculares

Rega 2,5 mll 1,3 ef 3,1 ab

Fosfito de magnésio 1,25 ml/l 1,1 fg 3,1 ab

L 100 ml/l 30 a 3,1 ab

Pulverizagio | 5o 1y 2.6 ab 3.1 ab

1,67 ml/1 1,7 cdef 2,9 be
, , Rega 0,83 ml/l 28 ab 34 a

Fosfito de potdssio o 3 m 24 abc 32 ab
Pulverizagdo 15 mll 23 abed 34 a

Rega 4689 ul1 30 a 3,3 ab

o . 2345 ull 2,6 ab 3,3 ab

Pentéxido de fésforo . 2 /] 28 a 32 ab
Pulverizagdo 1 ml 1,6 def 25 ¢

Testemunhas infestadas - 2,4 abcd 3,2 ab
Testemunhas ndo infestadas — 0,6 g 1,1 d

! A dose indicada corresponde ao produto comercial; > A escala utilizada para avaliar a severidade de sintomas foi:
0 = sem sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-99, 4 = 100% de tecido afectado; Em cada coluna os valores
seguidos de uma letra comum nao mostraram diferencias significativas segundo o teste LSD (Diferenca Minima
Significativa) de Fisher para P = 0,05 (Steel e Torrie 1985).
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Figura 6.5 - Sintomatologia dos sobreiros tratados por dois métodos de aplica¢do de substincias

188

quimicas para controlo da infec¢do por Phytophthora cinnamomi. a) Testemunha nio
infestada; b) testemunha infestada); Plantas na parte superior tratadas por
pulverizagdo (c — h); Plantas na parte inferior tratadas com solucéo aplicada ao solo
(1 — n); c) e i) tratadas com 4cido fosférico, dose alta; d) e j) com éacido fosférico,
dose baixa; e) e k) com fosfito de magnésio, dose alta; f) e 1) com fosfito de
magnésio, dose baixa; g) e m) com fosfito de potassio, dose alta; h) e n) com fosfito
de potdssio, dose baixa.
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A andlise de varidncia para a avaliacdo visual dos sintomas nas raizes mostrou diferencas
significativas entre os varios tratamentos. O tratamento de pulverizagdo com a dose mais baixa de
pentdxido de fésforo (1 ml/l) foi o tinico que se mostrou eficaz na reducdo da severidade de
sintomas radiculares da doenca. A severidade apresentada por estas plantas, foi no entanto,
significativamente mais elevada do que a apresentada pelas testemunhas nio infestadas. Todos os
restantes tratamentos ndo tiveram nenhum efeito na reducfo da sintomatologia da doenca nas

raizes.

A andlise global de varidncia para a avaliagdo visual de sintomas na parte aérea também mostrou
diferencas significativas entre os vérios tratamentos. Neste caso, as plantas tratadas com fosfito de
magnésio, nas duas doses aplicadas ao solo, foram as que apresentaram uma severidade de
sintomas significativamente mais baixa que a apresentada pelas testemunhas infestadas. Os
sobreiros tratados com a dose mais baixa de fosfito de magnésio (1,25 ml/l) foram os que exibiram
os sintomas mais ligeiros, semelhantes aos das testemunhas ndo infestadas. Estes resultados foram
inesperados, na medida em que a grande maioria das raizes destas plantas encontravam-se mortas
no final da experiéncia.

A severidade de sintomas na parte aérea das plantas nio foi tdo severa como a exibida pelas raizes.
Tal como ja aconteceu em experiéncias anteriores, a sintomatologia nas raizes nao se reflectiu na
parte aérea, pelas razdes ja explicadas anteriormente, quando os sistemas radiculares ainda

apresentavam raizes funcionais.

No final da experiéncia foi possivel o reisolamento de P. cinnamomi, a partir das raizes das plantas
de todos os tratamentos e das testemunhas infestadas, com percentagens que variaram entre 66,7 e

100%. Nao se reisolou das testemunhas nao infestadas.

6.3.8. Efeito da aplicacdo de substancias quimicas por injec¢io no tronco em sobreiros adultos

(Experiéncia 6.1)

Foram utilizadas as substdncias quimicas referidas na Experiéncia 6.H. As injec¢des foram
gentilmente preparadas e cedidas pela LLT Agro, Nutricdo Vegetal Lda. de Ponte de Sor.

Os sobreiros situam-se na Serra do Caldeirdo, préximo de Barranco do Velho, numa zona onde
anteriormente se tinha detectado P. cinnamomi. Sao todas arvores adultas que ja haviam sido

descorticadas pelo menos uma vez.

As arvores foram aleatoriamente marcadas e tratadas com as injeccdes. Para a aplicacdo das

injecgdes utilizou-se um berbequim que furava o tronco até ao lenho, a uma altura de 1-1,5 m.
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Neste orificio introduziu-se um tubo de pldstico de 8 cm de comprimento e 6 mm de didmetro. A
este tubo foi adaptada uma embalagem, onde se encontravam sob pressdo, 225 ml de uma solugao
de substincia quimica (injec¢do). A pressdo na embalagem permitia a introdu¢do da solugdo no
tronco. Por cada arvore aplicaram-se duas injec¢des com a mesma substancia quimica (Figura 6.6).
Trataram-se 10 sobreiros por substancia quimica (4cido fosférico, fosfito de potéssio e fosfito de
magnésio). Marcaram-se também 10 sobreiros que se usaram como testemunhas.

No momento da aplicagdo das injec¢des, avaliou-se o grau de desfoliacdo que as drvores
apresentavam, atribuindo-lhes uma classe, segundo a escala com seis valores (0-5) proposta por
Ferreti (1994) e referida em 2.1. Novas avaliacdes foram realizadas 6 e 12 meses apds a aplicagdo

das injeccdes.

Figura 6.6 - Sobreiro adulto tratado com duas injec¢des. (As setas indicam as injecgdes).
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Resultados

Na Figura 6.6 pode-se apreciar a evolucdo do indice de desfoliagio médio dos sobreiros tratados
com injec¢des no tronco, no inicio da experiéncia (Primavera 2006), ao fim de 6 meses (Outubro
2006) e 12 meses (Primavera 2007). Este indice de desfoliagcdo é a média ponderada do niimero de

sobreiros em cada classe de desfoliacdo, tratados com a mesma substincia quimica.

5,0

4,0 4

3,0

2,0

Indice de desfoliagdo médio

1,0

0,0 - :
Controlo Acido fosférico Fosfito de Fosfito de
potassio magnésio

B Primavera 2006 @ Outono 2006 O Primavera 2007

Figura 6.6 - Indice de desfoliagio médio dos sobreiros tratados com injec¢es no tronco. (O indice
de desfoliacdo é dado pela média ponderada do nimero de sobreiros, em cada classe
de desfoliacdo, tratados com a mesma substincia quimica).

A andlise de variancia do indice de desfoliacio médio dos sobreiros ndo mostrou diferengas
significativas entre tratamentos, nem entre épocas de avaliacdo (Anexo VIII: H). Na Figura 6.6
pode-se detectar uma ligeira tendéncia na redugdo da severidade da doenca nas arvores tratadas
com pentoxido de fésforo (dcido fosférico) ao fim de 12 meses. Por outro lado, as arvores tratadas
com fosfito de potdssio apresentavam ja uma ligeira redug¢do da severidade da doenga ao fim de 6
meses, porém esta redugdo ndo se acentuou com o decorrer da experiéncia, verificando-se antes
uma paragem no desenvolvimento da doenca.

Pelo contrario, as arvores tratadas com fosfito de magnésio apresentaram um agravamento da

doenga ao fim de 12 meses, a semelhan¢a do que aconteceu com as testemunhas.
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Aguardam-se novas avaliacdes do grau de desfoliacdo das arvores para verificar se as tendéncias

observadas se mantém.

6.4. DISCUSSAO

As experiéncias in vitro mostraram que todas as substancias utilizadas (fosetil de aluminio, fosfito
de potassio e metalaxil) inibiram o crescimento micelial dos dois isolamentos de P. cinnamomi. As
concentracdes utilizadas produziram redugdes de crescimento micelial superiores a 61% no
isolamento de sobreiro (PA,j) e a 73% no isolamento de azinheira (PE;5).

O fosetil de aluminio tem sido referido como tendo um fraco efeito inibidor do crescimento
micelial in vitro de algumas espécies de Phytophthora (Erwin e Ribeiro 1996). Contudo, os
resultados deste estudo mostraram que a concentracdo utilizada desta substincia (100 ppm)
produziu inibi¢des superiores a 70% em ambos os isolamentos de P. cinnamomi, havendo no
entanto uma maior inibi¢do do isolamento procedente de sobreiro.

O efeito inibidor do fosfito de potdssio ja tinha sido referido para vdrias espécies de Phytophthora,
existindo contudo uma grande variabilidade na sensibilidade ao fosfito entre isolamentos de
espécies de Phytophthora e isolamentos da mesma espécie (Coffey e Brower 1984; Fenn e Coffey
1984; Coffey e Joseph 1985; Ouimette e Coffey 1989; Aberton et al. 1999; Wilkinson et al.
2001a). Neste estudo, o fosfito de potdssio produziu uma inibi¢do quase total do crescimento das
coldnias dos dois isolamentos.

Quanto ao metalaxil verificou-se que foi mais eficaz na redugdo do crescimento micelial do
isolamento procedente de azinheira do que do isolamento proveniente de sobreiro. Inibi¢cdes mais
acentuadas que as obtidas neste estudo, foram observadas com a mesma concentragdo de metalaxil
em isolamentos de P. cinnamomi procedentes de Abies fraseri (Benson e Grand 2000).

Num estudo em que se utilizaram as mesmas substancias quimicas e doses (Cuesta 1999; Sianchez
et al. 2003a), verificaram-se menores inibi¢des de crescimento de P. megasperma e de

Phytophthora sp. do que as obtidas para P. cinnamomi.

A sensibilidade de isolamentos de espécies de Phytophthora as substincias quimicas verificada in
vitro ndo significa que exista uma relacdo directa com a sensibilidade in planta. De facto,
Wilkinson et al. (2001a) questionaram se os métodos in vitro sdo apropriados para determinar a
sensibilidade in planta. Estudos sobre a sensibilidade de P. cinnamomi ao fosfito de potdssio
indicam que o fosfito afecta esta espécie, induzindo a produgcdo em excesso de elicitinas ou
inibindo a producdo de supressores, o que aumenta a capacidade da planta para reconhecer o
patogénio e conduz a uma mais rdpida resposta de defesa do hospedeiro (Grant et al. 1990;

Saindrenan et al. 1990).
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Para L. albus todas as substancias quimicas aplicadas foram eficazes para impedir a manifestacdo
de sintomas, embora isto ndo se tivesse verificado com algumas das doses ensaiadas. Quanto aos
sobreiros e azinheiras, a eficicia de controlo das substancias quimicas diferiu consoante as

condi¢des em que as plantas se desenvolveram.

A bibliografia refere excelentes resultados da utilizacdo de fosetil de aluminio no controlo de
doencas causadas por Phytophthora spp. (Schwinn 1983; Erwin e Ribeiro 1996). Outros trabalhos
referidos por estes ultimos autores, mencionam uma grande variabilidade de eficicia desta
substancia.

Neste estudo o fosetil de aluminio sé se mostrou eficaz quando utilizado em condicdes severas de
encharcamento continuo. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Coffey et al. (1984)
em abacateiros que se desenvolveram em condi¢des muito propicias a infec¢do. No entanto, nestas
condi¢des, o fosetil de aluminio ndo se mostrou eficaz no controlo da infec¢do por P. megasperma

em oliveiras jovens infectadas (Cuesta 1999; Sanchez et al. 2003a).

Quanto aos fosfitos, os resultados também mostraram variabilidade de eficidcia no controlo da
infec¢do, quando incorporado no substrato, consoante as condigdes em que as plantas se
desenvolveram.

Nas experiéncias em que se utilizou vermiculite o fosfito de potdssio mostrou-se eficaz na redugao
da severidade de sintomas. Porém, nas experi€ncias em que se utilizou a mistura de areia, limo e
turfa, s6 foi eficaz nas plantas sujeitas a rega gota a gota, ao fim de 6 e 12 meses. Em condig¢des
severas de encharcamento, altamente favoraveis a actividade de P. cinnamomi, o fosfito de potassio
ndo se mostrou eficaz, mesmo com a dose mais elevada que se utilizou.

No que se refere a aplicagc@o desta substincia por pulverizacdo, os resultados ndo se mostraram
encorajadores. Pelo contrario, quando aplicado por injeccdo no tronco de sobreiros adultos, o
fosfito de potéassio revelou-se eficaz, impedindo a evolu¢do de sintomas na parte aérea dos
sobreiros tratados.

Esta variabilidade de eficacia ndo se observou na regido Ocidental da Australia, onde o fosfito de
potéssio tem vindo a ser utilizado com sucesso nas florestas de Eucalyptus marginata desta regido,
aplicado tanto por pulveriza¢do, como por injec¢des no tronco de arvores e arbustos. (Jackson et
al. 2000; Hardy et al. 2001). Também na regido de Huelva em Espanha, Romero et al. (2004)
verificaram uma paragem na evolucdo dos sintomas na parte aérea de sobreiros e azinheiras,

quando tratados com fosfito de potéssio injectado no tronco.
Relativamente a adi¢do de fosfito de magnésio no solo, os resultados foram aparentemente
contraditérios quanto aos sintomas apresentados pelas plantas na parte aérea e nas raizes. Na

verdade, enquanto que a maior parte das raizes estava morta, a parte aérea apresentava sintomas
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muito ligeiros, ndo reflectindo a severidade que o sistema radicular evidenciava. Esta diferenca
podera explicar-se pelo facto de a taxa de destrui¢do das raizes ter sido mais lenta do que a
verificada nos tratamentos com as outras substincias. Isto terd permitindo a planta dispor de raizes
funcionais suficientes para suprir as suas necessidades, durante a maior parte do tempo em que a
experiéncia decorreu. De facto, no final da experiéncia o sistema radicular das plantas tratadas com
fosfito de magnésio ainda apresentava muitas raizes, embora mortas. Pelo contrario, tanto o sistema
radicular das testemunhas infestadas como o das plantas dos outros tratamentos, jd ndo tinham
praticamente raizes, que foram morrendo e decompondo-se ao longo da experié€ncia.

O fosfito de magnésio quando se aplicou por pulverizacdo ndo teve nenhum efeito no controlo da
infeccdo, uma vez que no final da experiéncia as plantas exibiram sintomas tdo severos quanto os
das testemunhas infestadas. O mesmo se verificou quando esta substancia foi aplicada por injec¢do

no tronco de sobreiros.

Os fosfitos tém vindo a ser estudados como possiveis substitutos dos fosfatos, como fonte de
fosforo para as plantas, com o beneficio adicional de terem efeito fungicida no controlo de
Oomicetes (Forster et al. 1998). Contudo, McDonald et al. (2001) questionam a utilizacdo de
fosfitos como fertilizante, nomeadamente em solos deficientes em fésforo, quando referem o efeito
prejudicial da aplicacédo de fosfito a plantas jovens de Brassica nigra que se desenvolviam em meio
de agar, com deficiéncia de fosforo. Este efeito ja tinha sido referido por Forster et al. (1998) ao
observarem o desenvolvimento de sintomas de deficiéncia de fésforo e reducdo significativa de
crescimento em plantas de tomate e pimento tratadas com fosfito e desenvolvendo-se em cultura
hidropénica, quando comparado com plantas desenvolvendo-se sem deficiéncia de fésforo.
McDonald et al. (2001) cita um estudo em que se refere que o fosfito obstrui a resposta
morfoldgica e molecular normalmente observada em tomate com deficiéncia de fésforo e é muito
fitotéxico quando este elemento estd ausente do meio de cultura.

Uma vez que o fosfato de potassio e o dcido fosférico sdo habitualmente usados como fertilizantes,
poe-se a questdo de saber se o mecanismo envolvido no processo de defesa da infeccdo esta

relacionado com alguma deficiéncia de fosforo.

O tratamento com fosfato de potéssio foi eficaz no controlo da infec¢do por P. cinnamomi nas
plantas de sobreiro e azinheira ao fim de 6 e 12 meses de tratamento.

Embora o fosfato seja um fertilizante que estimula a regeneracdo do sistema radicular, as plantas
tratadas com fosfato de potdssio ndo apresentaram maior quantidade de raizes do que as
testemunhas infestadas. No entanto, as poucas raizes que ainda exibiam, estavam sas.

Também, ensaios realizados por Cuesta (1999) com oliveiras infectadas por P. megasperma,

mostraram que o fosfato de potéssio se revelou eficaz no controlo da infeccio.
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A aplicagdo por pulverizacdo de 4cido fosforico revelou-se eficaz no controlo da infeccdo por
P. cinnamomi. As plantas tratadas com este produto apresentaram um sistema radicular
relativamente bem desenvolvido e com uma quantidade aprecidvel de raizes funcionais,
possivelmente devido ao efeito fertilizante deste produto. Esta eficdcia também se observou quando
se aplicou por injeccdo no tronco. No entanto, quando a aplicacdo deste produto foi realizada
directamente no substrato, nao foi observado nenhum efeito na redugio da severidade de sintomas,

possivelmente devido a precipitacdo do fésforo.

Tal como observado na experiéncia in vitro sobre o efeito de substincias quimicas no crescimento
de P. cinnamomi, o metalaxil revelou-se eficaz no controlo da infeccdo in planta. Esta
sensibilidade ao metalaxil foi também observada por Lazorovits e Ward (1982).

Nas experiéncias com sobreiros e azinheiras o metalaxil, foi a substincia quimica, que em todas as
situa¢des experimentadas, com diferentes substratos e regimes hidricos, se mostrou mais eficaz no
controlo da infec¢do por P. cinnamomi.

Coffey et al. (1984) também verificaram que o metalaxil conseguiu controlar a infec¢do por
P. cinnamomi em abacateiros. Em oliveiras infectadas com P. megasperma a aplicacdo de

metalaxil foi igualmente o que resultou ser mais eficaz (Cuesta 1999; Sanchez et al. 2003a).

Todas as substancias quimicas utilizadas neste trabalho tiveram essencialmente um efeito
fungistatico, uma vez que, em muitas experiéncias, foi possivel reisolar o patogénio utilizado como

inoculo.

Os resultados do tratamento quimico obtidos revelam uma grande variabilidade, que também ¢é
referida na bibliografia (Erwin e Ribeiro 1996). Nestes ensaios verificou-se que as substincias
quimicas utilizadas foram capazes de controlar a infeccdo por P. cinnamomi em sobreiros e
azinheiras, em algumas situacdes. Contudo, a sua aplicagdo trds alguns inconvenientes que a
bibliografia tem vindo a referir.

O fosfito de potdssio, amplamente referido para o controlo da infec¢do por P. cinnamomi nas
florestas na zona Ocidental da Australia, tem a capacidade de diminuir a producgdo de esporingios e
zodsporos, contudo, ndo impede a sua formacdo. Os zodsporos produzidos nas plantas tratadas com
fosfito, sdo vidveis e potencialmente podem infectar outras plantas (Wilkinson 2001b). Esta
substincia também reduz a germinagdo de clamiddsporos e induz a sua dorméncia (McCarren
2006) mas ndo afecta a capacidade de se formarem, estimulando, inclusivamente a sua produgdo
(Coffey e Joseph 1985; McCarren 2006). Estudos realizados por este dltimo autor sugerem que
com o decorrer do tempo, P. cinnamomi entra em stress na presenca do fosfito e em resposta,

produz esporos de resisténcia, aumentando a quantidade de indculo. Consequentemente, em
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plantas, antes tratadas com fosfito de potassio, serd previsivel o aparecimento da doencga se as
condi¢des de temperatura e humidade forem favoraveis para o crescimento do patogénio.

Embora o metalaxil tenha dado os melhores resultados no controlo da infeccdo em sobreiros e
azinheiras, a sua utilizacdo também trds algumas desvantagens. A mais significativa é a sua
incapacidade para eliminar os propagulos de Phytophthora, uma vez que somente possui ac¢ao
fungistatica (Erwin e Ribeiro 1996). Logo que o metalaxil é degradado, quimica ou
biologicamente, os propdgulos retomam a sua capacidade de germinar (Bailey e Coffey 1985).
Outra desvantagem do uso de metalaxil € o desenvolvimento da resisténcia das populagdes de
Phytophthora apds sucessivas aplicacdes. O metalaxil deverd se utilizado criteriosamente tal como
referido por Benson e Grand (2000), nomeadamente quanto as doses e frequéncia de aplicagdo

recomendadas.

Apesar das desvantagens referidas, o uso do metalaxil e do fosfito de potdssio poderd ser uma
hipdtese a considerar no controlo do declinio causado por P. cinnamomi em povoamentos de
Q. suber e Q. rotundifolia. Também o uso de acido fosférico e de fosfatos em geral, deverd ser

considerado, pela possivel implicagdo do fésforo nos processos de defesa da planta.

Os resultados deixam perceber que existem factores que condicionam a eficécia destas substancias,
no controlo da doenga, que ndo estdo devidamente esclarecidos. Referem-se nomeadamente, doses,

modo de aplicagdo, frequéncia e época de tratamentos.

Mais estudos serdo necessdrios para explicar as causas da grande variabilidade observada e apreciar

as potencialidades da utilizag¢do destas substancias na estufa e no campo.
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CAPITULO 7

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho € uma contribui¢io para o conhecimento da distribuicdo de P. cinnamomi em dreas
ocupadas por Q. suber e Q. rotundifolia em Portugal e na parte Ocidental de Andaluzia e dos
factores que influenciam a infecg@o destas espécies por este patogénio. Avaliou-se a incidéncia e a
severidade do declinio em sobreiros distribuidos de Norte a Sul de Portugal, estudou-se a
patogenicidade de P. cinnamomi nestas espécies de Quercus e analisaram-se possibilidades de

controlo quimico.

Este estudo tem como principais conclusoes as seguintes:

1 — Mais de 79% dos focos de declinio de sobreiros e azinheiras, amostrados em Portugal e na
Andaluzia Ocidental, estavam infestados com P. cinnamomi.
Foi possivel isolar o patogénio em todos os focos amostrados em Espanha. Em Portugal,
75% dos locais estavam infestados, sendo o Algarve a zona mais afectada com a totalidade
dos locais infestados. Na zona de Tras-os-Montes e Alto Douro ndo foi possivel detectar

P. cinnamomi;

2 - Obtiverem-se elevadas percentagens de isolamento de P. cinnamomi a partir de amostras de
raiz (80%) e de solo da rizosfera (68,9%). Contudo, ndo se observou nenhuma correlacdo
significativa entre a percentagem de isolamento de P. cinnamomi e o indice médio de

desfoliacdo das drvores amostradas;

3 — O presente estudo permitiu registar no campo, e pela primeira vez em Portugal, a progressao
da incidéncia e da severidade da doenga do declinio em sobreiros.
A incidéncia do declinio no inicio do estudo foi total em metade das parcelas e 5 anos depois,
em todas as parcelas.
Quanto a severidade da doencga expressa pelo indice de desfoliagdo médio dos sobreiros,
verificou-se que foi sempre aumentando desde o inicio do estudo. No primeiro ano nio foram
detectadas mortes, no entanto, depois de 5 anos de avaliacdes, 12,9% das 4rvores estavam
mortas (classe desfoliagcdo = 4) e 28,5% apresentando uma acentuada desfoliac@o (classe de

desfoliacdo = 3), ou seja, no final deste estudo 41,1% dos sobreiros encontravam-se mortos

ou praticamente irrecuperaveis;
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4 —
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Dos isolamentos obtidos nas prospeccoes realizadas em zonas de sobreiros e azinheiras em
Portugal e Espanha, 92,9% eram de P. cinnamomi Rands e os restantes de P. drechsleri
Tucker.

O estudo sobre a caracterizagdo morfolégica destes isolamentos, ndo permitiu definir grupos
homogéneos, nem segundo a procedéncia geografica nem segundo o hospedeiro.

O estudo do comportamento em cultura indicou uma grande diversidade dos isolamentos de
Phytophthora spp. sugerindo uma adaptacdo as condigdes climatéricas predominantes na
regido. Assim, foi possivel definir 3 grupos com base na taxa de crescimento mdxima e nas
temperaturas minima e Optima. Os isolamentos identificados como P. cinnamomi distribuem-
se por dois grupos: um, com isolamentos procedentes da zona Sul de Portugal e do Oeste da
Andaluzia, com temperaturas 6ptimas de crescimento elevadas e minimas baixas; outro
grupo, constituindo por isolamentos procedentes da zona Centro de Portugal e do Sul de
Andaluzia, com temperaturas 6ptimas menos elevadas e minimas mais altas. Ao terceiro
grupo pertencem os isolamentos de P. drechsleri com uma temperatura 6ptima elevada e
minima muito baixa.

Estes grupos coincidem com os sugeridos pela anélise de resultados moleculares obtidos por

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism);

Os sintomas da doenca foram reproduzidos em plantas jovens de sobreiro e azinheira, em
diversas condi¢des experimentais utilizando diferentes métodos de infestacdo e isolamentos
de Phytophthora spp.

Relativamente aos métodos de infestacdo, os indculos em vermiculite-aveia e em suspensio
aquosa, foram igualmente eficazes quanto a inducdo dos sintomas nas raizes das plantas.

Em geral, o incremento da concentragdo de zodsporos induziu um aumento da severidade de
sintomas nas raizes.

A temperatura ndo mostrou ser um factor limitativo do processo infeccioso e da manifestacio
de sintomas, em plantas jovens de azinheiras.

O desenvolvimento da doenga foi mais rdpido nas plantas submetidas a condigdes de
continua saturagd@o hidrica do solo, do que a rega normal. Contudo, o sistema radicular das
plantas sujeitas a ambos os regimes hidricos estavam severamente afectados.

Os isolamentos mostraram igual capacidade para induzir sintomas da doenca nas raizes de
plantas submetidas a condi¢des de continua satura¢do hidrica do solo. O isolamento de

P. drechsleri mostrou-se tio virulento quanto os de P. cinnamomi;
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6 — O método semi-quantitativo da avaliacdo visual de sintomas foi o que melhor expressou a
severidade da doenca, pois permitiu examinar a funcionalidade das raizes, que ndo era

possivel ser detectada com os métodos quantitativos ensaiados;

7 — A severidade de sintomas na parte aérea das plantas, ndo traduziu, na maior parte das vezes, a
severidade detectada nas raizes. Isto pode ter sido devido ao facto de: as espécies de plantas
utilizadas serem de crescimento lento; as experi€ncias terem sido de curta duragdo; os
sistemas radiculares, embora danificados, ainda apresentassem no final das experiéncias,
raizes funcionais que permitiram as plantas manter o desenvolvimento da parte aérea.

Por estas razdes, a expressdo da severidade da doenga em experiéncias com plantas jovens de
sobreiro e azinheira é apreciada com mais rigor, pela avaliacdo da severidade de sintomas nas

raizes;

8 — No estudo sobre o efeito de fosetil de aluminio, fosfito de potdssio e metalaxil no
crescimento in vitro dos isolamentos de P. cinnamomi, verificou-se que todos inibiram o

crescimento, tendo sido o fosfito de potdssio o que causou maiores inibi¢des;

9 - A eficdcia das substincias quimicas utilizadas no controlo da infeccdo por P. cinnamomi em
sobreiros e azinheiras, diferiu consoante as condi¢cdes em que as plantas se desenvolveram.
O fosetil de aluminio sé se mostrou eficaz no controlo da doenca quando utilizado em
condi¢des de continua saturacdo hidrica do solo.
O fosfito de potassio foi eficaz quando as plantas se desenvolviam em vermiculite e na
mistura de areia, limo e turfa submetidas a rega gota a gota. Quando aplicado por injec¢do no
tronco de sobreiros adultos, também impediu a evolu¢do de sintomas na parte aérea das
arvores tratadas. A aplicacdo de fosfito de magnésio no solo provocou um ligeiro atraso na
manifestacdo dos sintomas na parte aérea da planta.
Aplicacoes de fosfato de potdssio e de acido fosférico também permitiram reduzir a
severidade de sintomas causados por P. cinnamomi. O fosfato de potéssio foi eficaz no
controlo da infeccdo por este patogénio em plantas jovens de sobreiro e azinheira apés 6 e
12 meses de tratamento. Por outro lado, a aplicagdo de acido fosférico por pulverizacdo
também se revelou eficaz, pois as plantas tratadas apresentaram um sistema radicular
relativamente bem desenvolvido e com uma quantidade aprecidvel de raizes funcionais.
Quando este produto foi aplicado por injeccdo no tronco, induziu uma ligeira reducdo da
severidade de sintomas na copa das drvores ao fim de 12 meses de tratamento.
O metalaxil foi das substincias ensaiadas, aquela que se mostrou mais eficaz, em todas as

situagdes;
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10 — As substancias quimicas ensaiadas comportaram-se principalmente como fungistaticas, uma

vez que no final de muitas experiéncias foi possivel reisolar o patogénio das raizes das

plantas tratadas.

Mais estudos serdo necessarios para esclarecer aspectos relacionados com patogenicidade e

controlo da infec¢@o por P. cinnamomi em Q. suber e Q. rotundifolia na zona mediterranea. De

entre os vdrios aspectos, destacam-se:

202

Estudos relacionados com o registo da progressdo da severidade da doenca em sobreiros e
azinheiras deverd@o prosseguir para uma melhor apreciacdo do problema do declinio, alargando

o estudo a novas areas;

Estudos sobre a quantificagdo de P. cinnamomi deverao realizar-se com vista a correlacionar o

indice de infestacdo do solo com a desfoliagdo das arvores;

Prosseguir os estudos no sentido de confirmar se a variabilidade detectada pela técnica de
AFLP em P. cinnamomi estd relacionada com a zona geogrifica de procedéncia dos
isolamentos e determinar se esta variabilidade estard eventualmente relacionada com viruléncia

dos isolamentos;

Determinar o papel desempenhado por P. drechsleri e Py. spiculum no declinio de Q. suber e

Q. rotundifolia;

A influéncia da temperatura no processo de infeccdo e desenvolvimento de sintomas em
sobreiros e azinheiras, deverd ser estudado em condi¢es mais proximas da realidade, para uma

melhor previsdo da progressao do declinio num cendrio de alteragdo climatica;

Mais estudos serdo necessarios para avaliar o controlo quimico do declinio em sobreiros e
azinheiras. Doses, modos e épocas de aplicacdo de substincias quimicas deverdo ser estudadas
e testadas em campo.

Também deverdo ser desenvolvidos estudos no sentido de conhecer o efeito dos fosfitos em
arvores que crescem em solos com baixos teores de fésforo, como sdo por exemplo os solos da

Serra do Caldeirdo, em Portugal, dado que a bibliografia refere que a adi¢ao de fosfito a plantas
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crescendo num meio com deficiéncia de fésforo, pode ter um efeito prejudicial no

desenvolvimento das plantas (Forster et al. 1998; McDonald et al. 2001).

No que se refere a este dltimo aspecto, ha a considerar que o controlo quimico da infec¢do causada
por P. cinnamomi € uma questdo polémica. No tratamento de grandes dreas naturais € necessario
ponderar o aspecto ecolégico e econémico.

A complexidade do fendmeno do declinio faz com que n@o se possa encontrar uma solugdo
simples, um tratamento tnico e eficaz que sirva para todas as situacdes e seja sempre aplicavel. E
necessdrio integrar praticas culturais e fitossanitdrias para atenuar a incidéncia e severidade do
declinio. Nesse sentido, a investigacdo serd importante na procura e avaliacdo de novos métodos de
controlo, para o desenvolvimento de uma silvicultura que minimize o impacto do declinio. Estes
novos métodos devem integrar o uso de fungicidas com utilizagdo de plantas resistentes,
certificadas, seleccdo adequada dos locais para a sua instalacdo e boas préticas culturais. Estes
métodos deverdo ser principalmente, ficeis de aplicar, econdmicos e eficazes no controlo do
declinio do sobreiro e da azinheira, arvores que tradicionalmente tém sido consideradas como
pouco exigentes e que na Peninsula Ibérica constituem comunidades de elevado valor ecoldgico,
ambiental, social e economico.

Os agricultores / proprietarios de sobreirais, montados ou dehesas na Peninsula Ibérica, devem ser
encorajados a adoptar estas medidas. O problema em muitas regides é o abandono a que as
propriedades foram sujeitas e, a menos que estes proprietdrios tenham uma prova da eficéacia destes
novos métodos de controlo, eles ndo estdo dispostos a correr riscos financeiros. Kendrick (1988)
refere que o controlo integral € uma aproximacdo ecoldgica para manter as plantas saudaveis e, ndo
deixa de ser interessante constatar que as técnicas de controlo integrado sdo na sua maioria praticas

tradicionais, desde ha muito conhecidas e aplicadas pelos agricultores.
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Anexo I

ANEXO I - DISTRIBUICAO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

1. Correlacao entre a percentagem de isolamento de Phytophthora cinnamomi em solo e raiz
em todos os locais amostrados em Portugal e Andaluzia Ocidental, o indice de desfoliacao
das arvores e a percentagem de humidade do solo (P = 0,05)

CORRELATIONS (PEARSON)

SOLO RAIZ H.SOLO
RAIZ 0.1990
P-VALUE 0.0054

H.SOLO 0.0521 0.1947
0.4708 0.0065

ID -0.1788 -0.1118 -0.1019
0.0126 0.1208 0.1572

CASES INCLUDED 194 MISSING CASES 34
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Anexo 11

ANEXO II - PROGRESSAO DO DECLINIO DE QUERCUS SUBER EM PORTUGAL

1. Anélise da variancia da classe de desfoliacio das arvores nos 5 anos de estudo

ONE-WAY AOV FOR ID BY ANO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 4 239.631 59.9078 94.87 0.0006
WITHIN 1589 1003.45 0.63150
TOTAL 1593 1243.08
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF -—--—-—= —————= ——————
EQUAL VARIANCES 5.74 4 0.2191
COCHRAN'S Q 0.2188
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 1.3024
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.18603
EFFECTIVE CELL SIZE 318.6
SAMPLE GROUP
ANO MEAN SIZE STD DEV
1998 1.3862 290 0.7270
1999 1.8313 326 0.8297
2000 2.0951 326 0.8001
2001 2.3926 326 0.7995
2002 2.4693 326 0.8061
TOTAL 2.0496 1594 0.7947
CASES INCLUDED 1594 MISSING CASES 36

1.1. Comparacio de médias da classe de desfoliacio em func¢io do ano (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF ID BY ANO

HOMOGENEOUS
ANO MEAN GROUPS
2002 2.4693 I
2001 2.3926 I
2000 2.0951 I
1999 1.8313 I
1998 1.3862  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.961 REJECTION LEVEL 0.050

STANDARD ERRORS AND CRITICAL VALUES OF DIFFERENCES
VARY BETWEEN COMPARISONS BECAUSE OF UNEQUAL SAMPLE SIZES.

2. Correlacao da classe de desfoliacio das arvores nos 5 anos de estudo

CORRELATIONS (PEARSON)

1998 1999 2000 2001
1999 0.5462
P-VALUE 0.0000

2000 0.4124 0.7690
0.0000 0.0000

2001 0.2777 0.5850 0.7606
0.0000 0.0000 0.0000

2002 0.1456 0.4715 0.6376 0.8087
0.0131 0.0000 0.0000 0.0000

CASES INCLUDED 290 MISSING CASES 36
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3. Analise de variancia do indice de desfoliacao médio da parcela e a exposicao da parcela

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR ID

SOURCE DF SS MS F P
ANO (A) 4 8.49900 2.12475 19.18 0.0000
EXPOSICAO (B) 2 1.13633 0.56817 5.13 0.0100
A*B 8 0.43700 0.05462 0.49 0.8545
REP (C)

A*B*C 44 4.87500 0.11080

TOTAL 58 14.9473

CASES INCLUDED 59 MISSING CASES 1

CAUTION: The sums of squares, mean squares, and F-tests are approximate for analyses with missing
values. See the manual for details and instructions for constructing exact F-tests.

3.1. Comparacao de médias do indice de desfoliacio médio da parcela em funciao do ano
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF ID BY ANO

HOMOGENEOUS
ANO MEAN GROUPS
2002 2.4667 I
2001 2.3917 I
2000 2.0833 I
1999 1.8333 I
1998 1.4417 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.015 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.2739
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1359

ERROR TERM USED: ANO*EXPOSICAO*REP, 44 DF

3.2. Comparacao de médias do indice de desfoliacio médio da parcela em funcio da
exposicao da parcela (teste LSD, P = 0,05)

LsSD (T) COMPARISON OF MEANS OF ID BY EXPOSICAO

HOMOGENEOUS
EXPOSICAO MEAN GROUPS
Plano 2.1800 I
Norte 2.0950 I
Sul 1.8550 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.015 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.2121
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1053

ERROR TERM USED: ANO*EXPOSICAO*REP, 44 DF
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ANEXO III - ANALISE DE VARIANCIA E COMPARACAO DE MEDIAS DAS DIMENSOES DAS
ESTRUTURAS VEGETATIVAS E REPRODUTIVAS DOS ISOLAMENTOS DE
PHYTOPHTHORA

1. Analise global da variancia para o didmetro dos clamidésporos

ONE-WAY AOV FOR DIAMETRO BY ISOLAMENTO

SOURCE DF SS MsS F P
BETWEEN 2 1983.00 991.500 245.58 0.0000
WITHIN 107 432.000 4.03738
TOTAL 109 2415.00
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF -———--~ —————= ——————
EQUAL VARIANCES 0.51 2 0.7739
COCHRAN'S Q 0.3699
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 1.2732
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 27.8515
EFFECTIVE CELL SIZE 35.5
SAMPLE GROUP
ISOLAMENTO MEAN SIZE STD DEV
PE1l6 27.750 30 2.0075
PE52 27.500 30 1.8570
PE12 36.150 50 2.0953
TOTAL 31.500 110 2.0093
CASES INCLUDED 110 MISSING CASES 0

1.1. Comparacao de médias do diametro dos clamidosporos (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF DIAMETRO BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PE12 36.150 I
PE16 27.750 I
PE52 27.500 I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.982 REJECTION LEVEL 0.050
STANDARD ERRORS AND CRITICAL VALUES OF DIFFERENCES
VARY BETWEEN COMPARISONS BECAUSE OF UNEQUAL SAMPLE SIZES.

2. Analise global da variincia para o comprimento dos esporangios

ONE-WAY AOV FOR COMPRIMENTO BY ISOLAMENTO

SOURCE DF ss MS F P
BETWEEN 38 54671.3 1438.72  41.57 0.0000
WITHIN 1131 39139.7 34.6063
TOTAL 1169 93811.0
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF -——---= —————— =——————

EQUAL VARIANCES 304.74 38 0.0000
COCHRAN'S Q 0.0718
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 17.734
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 46.8037
EFFECTIVE CELL SIZE 30.0
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2.1. Comparacao de médias do comprimento dos esporangios (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF COMPRIMENTO BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PRA4O 60.500
PA25 58.167
PES58 56.583
PA20 55.625
PA43 55.417
PE9S 55.167
PA44 54.917
PA30 54.417
PA35 53.167
PE97 52.583
PE59 52.042
PA7 51.958
PE11l 51.167
PE13 50.625
PRA42 50.250
PE60 50.083
PA3 49.333
PA21 48.750
PES8 48.750
PA4l 48.583
PA6 48.200
PA31 44.917
PAll 43.200
PA37 42.500
PA13 42.467
PAl12 42.400
PA19 41.667
PE96 41.500
PES56 41.400
PA33 40.917
PE61 40.875
PE10 40.583
PAS8 40.317
pPAl 40.125
PE62 39.833
PES54 39.400
PAl4 38.800
PES55 35.533
PE12 32.083

THERE ARE 16 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.962 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 2.9802
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.5189

3. Analise global da variincia para a largura dos esporangios

ONE-WAY AOV FOR LARGURA BY ISOLAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 38 20709.3 544.981  40.45 0.0000
WITHIN 1131 15237.2 13.4723
TOTAL 1169 35946.4
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF -—--—-= =—-—-—= ——————

EQUAL VARIANCES 184.23 38 0.0000
COCHRAN'S Q 0.0828
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 11.701
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 17.7170
EFFECTIVE CELL SIZE 30.0
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3.1. Comparaciao de médias da largura dos esporangios (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF LARGURA BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PA25 41.333 I
PA4O 39.333 I
PEYS 38.250 II
PA35 37.500 II
PA30 37.417 I
PA20 37.208 II
PES7 37.167 II
PA43 37.083 III
PA7 35.458 IIT
PE58 35.292 III
PA42 34.750  ..... III
PA44 34.667  ..... IIII
PE59 34.625  ..... IIIT
PE11l 34.292 ..... IIIII
PA41 34.000  ..... IIIIII
PE6O 33.583 ...... IIIII
PA3 33.133 ....... IIIII
PA6 33.000  ....... IIIII
PA31 32.833 ........ IIII
PE13 32.583 ..., III
PA21 32.208 ...l II
PES 32.208 ... II
PA37 31.583 ... II
PA19 30.292 ... II
PES56 30.133 ... III
PE96 29.958 ...l IIII
PAl 29.708 ...l IIII
PA33 29.583 ...l IIII
PA13 29.200 ...l IIIII
PAll 28.667 i ITIIIIT
PE62 28.542 ..o, ITIIIII
PA8 28.325 Lo, IIIII
PAl2 28.200 ... IIII
PE54 28.133 ... IIII
PE61 27.958 L. III
PAl4 27.667 e II
PES55 26.933 L. II
PE1O 25.792 L I
PE12 21.042 L e I

THERE ARE 21 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.962 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.8595
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.9477

4. Analise global da variiancia para a relacio Comprimento/Largura (C/L) dos esporangios

ONE-WAY AOV FOR C/L BY ISOLAMENTO

SOURCE DF ss MS F P
BETWEEN 38 5.61977 0.14789 8.22 0.0006
WITHIN 1131 20.3364 0.01798
TOTAL 1169 25.9562
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF ——---= —————— ——————

EQUAL VARIANCES 174.87 38 0.0000
COCHRAN'S Q 0.0632
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 7.7447
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.00433
EFFECTIVE CELL SIZE 30.0
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4.1. Comparacao de médias da relacao C/L (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF C/L BY ISOLAMENTO
HOMOGENEOUS

IOLAMENTO MEAN GROUPS

PE58 1.6046 I

PA44 1.5930 II

PE10 1.5812 I1I

PE13 1.5589 IIII

PA4O 1.5372 IIIII

PE12 1.5343 JITII

PA21 1.5207 LLIITT

PES8 1.5193 LLIITT

PAll 1.5161 LLIITT

PAl2 1.5060 LLIIII

PE59 1.5041 .LIIII

PA20 1.4999 .LJITIIII

PRA43 1.4989 .LJITIIII

PE60 1.4974 .LITIIII

PE11l 1.4974 .LJITIIII

PA3 1.4941 JITIITIIT

PA7 1.4711 JITIIII

PE61 1.4656 .LIIITIIT

PAG6 1.4629 .LIIITIII

PAl13 1.4616 .LITIITIIT

PA30 1.4594 LLITIITIIT

PA42 1.4540 LLITITIIT

PE9S 1.4450 .. IITITIII

PAS8 1.4341

PA4l 1.4267

PA35 1.4207

PE97 1.4195

PAl4 1.4052

PE62 1.4047

PA25 1.4042

PES54 1.4028

PE96 1.3898

PA19 1.3834

PA33 1.3833

PE56 1.3808

PA31 1.3692

PAl 1.3560

PA37 1.3487

PES55 1.3220

THERE ARE 17 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.962 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.0679
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0346

5. Analise global da variidncia para o tamanho do poro

ONE-WAY AOV FOR PORO BY ISOLAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 23 1240.95 53.9542  30.76 0.0000
WITHIN 696 1220.83 1.75406
TOTAL 719 2461.77
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF —--—-= =—-—-—= ——————

EQUAL VARIANCES  81.98 23 0.0000
COCHRAN'S Q 0.1094
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 7.9136
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1.74001
EFFECTIVE CELL SIZE 30.0
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5.1. Comparacio de médias do tamanho do poro (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF PORO BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PA4O 13.083
PA25 12.583
PA35 12.250
PE9S 12.000
PE97 11.583
PA43 11.417
PA42 11.000
PA30 10.917
PAG6 10.700
PA44 10.667
PA37 10.083
PA31 9.9167 I
PA3 9.9000 I
PE96 9.8750 I
PAll 9.7333 I1I
PA41l 9.5000 IITI
PAl2 9.4667 IITI
PAl3 9.3333 IITI
PA33 9.0833 .. . ... I I1I
PAS 9.0167 .. e I1I
PES55 8.8333 II
PES4 8.6333 .. . .. .o I
PAl4 8.5667 L. I
PE56 8.4333 L. i I
THERE ARE 12 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.
CRITICAL T VALUE 1.963 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6714
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3420

6. Analise global da variancia para o diAmetro do oésporo

ONE-WAY AOV FOR OOSPORO BY ISOLAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 8 1613.54 201.693 23.20 0.0000
WITHIN 261 2269.50 8.69540
TOTAL 269 3883.04
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF —-—--—-—= —————= ——————

EQUAL VARIANCES 12.53 8 0.1289
COCHRAN'S Q 0.1930
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 2.6926
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 6.43324
EFFECTIVE CELL SIZE 30.0

SAMPLE GROUP

ISOLAMENTO MEAN SIZE STD DEV
PA7 38.000 30 2.4069
PES 40.900 30 2.9983
PE11l 41.333 30 2.6952
PE58 41.333 30 2.6436
PA3 34.667 30 2.3684
PA13 41.000 30 3.8863
PAl4 41.533 30 3.0027
PES55 38.933 30 3.4334
PE56 35.867 30 2.7759
TOTAL 39.285 270 2.9488

CASES INCLUDED 270

MISSING CASES 0
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6.1. Comparacao de médias do diimetro do odésporo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF OOSPORO BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS

ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PAl4 41.533 I
PE11l 41.333 I
PES58 41.333 I
PA13 41.000 I

PES8 40.900 I
PES55 38.933 I
PA7 38.000 I
PE56 35.867 I
PA3 34.667 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.969 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.4992
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.7614

7. Analise global da variancia para o comprimento do anteridio

ONE-WAY AOV FOR ANTERIDO BY ISOLAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 8 701.600 87.7000 14.66 0.0000
WITHIN 261 1561.87 5.98416
TOTAL 269 2263.47
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF -—--—-—= —————= ——————

EQUAL VARIANCES 7.99 8 0.4348
COCHRAN'S Q 0.1452
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 2.1920
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 2.72386
EFFECTIVE CELL SIZE 30.0

SAMPLE GROUP

ISOLAMENTO MEAN SIZE STD DEV
PA7 16.333 30 2.4682
PES8 14.200 30 2.7965
PE11l 14.067 30 2.0667
PES58 13.933 30 2.7029
PA3 18.267 30 2.5042
PA13 16.600 30 2.1751
PAl4 16.133 30 2.7258
PE55 16.333 30 2.5235
PE56 18.533 30 1.8889
TOTAL 16.044 270 2.4463
CASES INCLUDED 270 MISSING CASES 0

7.1. Comparacio de médias do comprimento do anteridio (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF ANTERIDO BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS

ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PE56 18.533 I

PA3 18.267 I
PA13 16.600 I
PA7 16.333 I
PES55 16.333 I
PAl4 16.133 I
PES8 14.200 I
PE11l 14.067 v I
PES58 13.933 v I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.969 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.2437
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.6316
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8. Analise global da variidncia para a espessura da parede do oésporo

ONE-WAY AOV FOR PAREDE BY ISOLAMENTO

SOURCE DF SS MsS F P
BETWEEN 8 50.2519 6.28148 10.67 0.0000
WITHIN 261 153.633 0.58863
TOTAL 269 203.885
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF —-—--—-—= —————= ——————
EQUAL VARIANCES 43.22 8 0.0000
COCHRAN'S Q 0.2102
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 5.1270
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.18976
EFFECTIVE CELL SIZE 30.0
SAMPLE GROUP
ISOLAMENTO MEAN SIZE STD DEV
PA7 4.3333 30 0.5467
PES 4.4667 30 0.8996
PE11l 4.1000 30 0.5477
PE58 3.9333 30 0.7397
PA3 3.1667 30 0.5307
PA13 4.2667 30 1.0483
PAl4 4.7000 30 1.0554
PES55 4.3000 30 0.7944
PES56 3.7000 30 0.4661
TOTAL 4.1074 270 0.7672
CASES INCLUDED 270 MISSING CASES 0

8.1. Comparaciao de médias da espessura da parede do odésporo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF PAREDE BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PAl4 4.7000 I
PES 4.4667 II
PA7 4.3333 II
PES55 4.3000 II
PA13 4.2667 ITI
PE11 4.1000 . I I
PES58 3.9333 II
PES56 3.7000  ...... I
PA3 3.1667 ........ I

THERE ARE 5 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.969 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.3901
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1981
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ANEXO IV - ANALISE DE VARIANCIA DA TAXA DE CRESCIMENTO (mm/dia) DOS ISOLAMENTOS
DE PHYTOPHTHORA SPP. DESENVOLVIDOS EM MEIO DE CULTURA CA E CMA A
VARIAS TEMPERATURAS

1. Analise global de varidncia

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR TASAMAX

SOURCE DF SS MS F P
REPETICAO (A) 2 5.26805 2.63403 6.58 0.1319
MEIO (B) 1 51.2586 51.2586 128.12 0.0077
A*B 2 0.80018 0.40009

ISOLAMENTO (C) 41 75.3587 1.83802 95.41 0.0000
TEMPERATIRA (D) 6 923.612 153.935 7990.67 0.0000
C*D 246 51.3250 0.20864 10.83 0.0000
B*C 41 13.6079 0.33190 17.23 0.0013
B*D 6 24.9971 4.16619 216.26 0.0000
B*C*D 246 6.54353 0.02660 1.38 0.0004
A*B*C*D 1172 22.5779 0.01926

TOTAL 1763 1175.35

1.2. Comparacao de médias da taxa de crescimento em funcio dos meios de cultura (teste
LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF TASAMAX BY MEIO

HOMOGENEOUS
MEIO MEAN GROUPS
CA 1.2828 I
CMA 0.9419 I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 4.303 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.1296
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0301

ERROR TERM USED: REPETIGCAO*MEIO, 2 DF
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1.3. Comparaciao de médias da taxa de crescimento dos diferentes isolamentos (teste LSD,
P =0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF TASAMAX BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PES52 1.8703 I
PE12 1.7643 I
PE16 1.7312 I
PA7 1.3157 I
PA3 1.2283 I
PA19 1.2160 I
PA20 1.2017 II
PA35 1.1445 II
PRA42 1.1348 .WII
PE61 1.1284 .WIII
PAl 1.1268 LLITIT
PE9S 1.1256 LLITIT
PE62 1.1184 LLITIIT
PES54 1.0991 LLITITIT
PE56 1.0934 LLITITIIT
PA4l 1.0900 ... JIIIIIIII
PA31 1.0851  ...... IIIIIIII
PAG6 1.0736 ... IIIIIIIT
PA37 1.0690 ....... IIIIIIIII
PE55 1.0682  ........ IIIIIIIT
PA33 1.0631 ... IIIIIIIT
PES8 1.0539 ... IIIIIIII
PE11 1.0489 ... IIIIIIIIT
PA25 1.0450 ... IIIIIIIIII
PE13 1.0372 ..o IIIIIIIIIT
PAl4 1.0371 oo IIIIIIIIIT
PA30 1.0312 ... IIIIIIIIII
PE59 1.0269 ..o IIITIITIIIT
PE96 1.0216 .. IIIIIIIT
PE10 1.0173 e ITIITIIIII
PEG6O 1.0158 LLITITIIIIT
PA4O 1.0120 .. ITITITIIIT
PAS8 1.0107 .. ITITITIIIT
PA21 1.0046 ... ITITIIIT
PES58 1.0026
PA13 0.9902
PAll 0.9886
PAl12 0.9836
PA32 0.9768
PE97 0.9336
PA43 0.8897
PA44 0.8442

THERE ARE 25 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.962 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.0594
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0303

ERROR TERM USED: REPETICAO*MEIO*ISOLAMENTO*TEMPERATURA, 1172 DF
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1.4. Comparacao de médias da taxa de crescimento em funcio da temperatura (teste LSD,
P =0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF TASAMAX BY TEMPERATURA

HOMOGENEOUS

TEMPERATURA MEAN GROUPS

30 2.0814 I

25 1.9317 I

20 1.5809 I

15 1.1519  ...... I

35 0.5082  ........ I

10 0.4020 ... I

5 0.1305 ... I

ALL 7 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.962 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.0243
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0124

ERROR TERM USED: REPETIGAO*MEIO*ISOLAMENTO*TEMPERATURA, 1172 DF

2. Analise de variancia da taxa de crescimento (mm/dia) dos isolamentos de Phytophthora
spp. desenvolvidos em meio de cultura CMA a varias temperaturas

SOURCE DF SS MS F P
REPETICAO (A) 2 1.05027 0.52513 10.33 0.0025
TEMPERATURA (B) 6 323.329 53.8881 1060.20 0.0000
A*B 12 0.60994 0.05083

AIS (C) 41 64.4307 1.57148 169.57 0.0000
B*C 246 25.7958 0.10486 11.32 0.0000
A*B*C 574 5.31939 0.00927

TOTAL 881 420.535

2.1. Comparacao de médias da taxa de crescimento em meio CMA em func¢iio da temperatura
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF TASAMAX BY TEMPERATURA

HOMOGENEOUS

TEMPERATURA MEAN GROUPS

30 1.7259 I

25 1.6403 I

20 1.3469 I

15 0.9864  ...... I

35 0.4369  ........ I

10 0.3392 ... I

5 0.1176 ..., I

ALL 7 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.179 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.0619
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0284

ERROR TERM USED: REPETIGAO*TEMPERATURA, 12 DF
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2.2. Comparacao de médias da taxa de crescimento dos diferentes isolamentos em meio CMA
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF TASAMAX BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PES52 1.9515 I
PE16 1.8051 I
PE12 1.7653 I
PA7 1.1260 I
PA3 1.0680 II
PE61 1.0595 I
PE62 1.0528 I
PRA42 1.0221 II
PA35 0.9771 II
PA33 0.9613  ..... II
PE96 0.9574  ..... II
PE9S 0.9566  ..... II
PA30 0.9481  ..... II
PA4l 0.9411 ..... II
PA37 0.9368  ..... II
PA20 0.9287  ..... III
PA25 0.9249  ..... III
PA31 0.9215 ..... III
PA19 0.9143  ...... II
PAl 0.8744  ....... II
PA6 0.8744  ....... II
PES8 0.8534  ........ II
PA32 0.8514  ........ II
PA4O 0.8510  ........ II
PE11l 0.8399 ........ III
PE13 0.8375  ........ IIII
PE55 0.8209  ........ IIIII
PE58 0.8198  ........ IIIII
PE10 0.8151  ......... ITIT
PES54 0.8103  ......... IIITI
PES59 0.7996  ......... IIIIII
PE6O 0.7962  ......... ITITIII
PE56 0.7863  .......... IIIII
PAS8 0.7814 ..., IIII
PAll 0.7810  ........... IIII
PA21 0.7746 ..., III
PAl4 0.7521 ...l III
PE97 0.7484 ..., II
PAl2 0.7455 ..., II
PA13 0.7424 ..., II
PA43 0.7133 ... II
PA44 0.6726 ..., I

THERE ARE 17 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.964 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.0584
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0297

ERROR TERM USED: REPETIGCAO*TEMPERATURA*AISOLAMENTO, 574 DF

3. Analise de varidncia da taxa de crescimento (mm/dia) dos isolamentos de Phytophthora
spp. desenvolvidos em meio de cultura CA a varias temperaturas

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR TASAMAX

SOURCE DF SS MS F P
REPETICAO (A) 2 5.01796 2.50898 33.11 0.0000
TEMPERATURA (B) 6 625.281 104.213 1375.14 0.0000
A*B 12 0.90941 0.07578

AIS (C) 41 24.5358 0.59843 21.82 0.0000
B*C 246 32.0727 0.13038 4.75 0.0000
A*B*C 574 15.7391 0.02742

TOTAL 881 703.556
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3.1. Comparacao de médias da taxa de crescimento em meio CA em funcio da temperatura

(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF TASAMAX BY TEMPERATURA

HOMOGENEOUS

TEMPERATURA MEAN GROUPS

30 2.4369 I

25 2.2231 I

20 1.8148 I

15 1.3173 ..., I

35 0.5794  ........ I

10 0.4648  .......... I

5 0.1434 ..., I

ALL 7 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.179 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.0756
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0347

ERROR TERM USED: REPETIGCAO*TEMPERATURA, 12 DF

3.2. Comparaciao de médias da taxa de crescimento dos diferentes isolamentos em meio CA

(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF TASAMAX BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PE52 1.7892 I
PE12 1.7634 I
PE16 1.6573 I
PA19 1.5177 I
PA7 1.5054 I
PA20 1.4746 II
PE56 1.4004 II
PA3 1.3885 III
PE54 1.3879 III
PAl 1.3791 III
PAl4 1.3220 III
PE55 1.3155 IIII
PA35 1.3119 IIII
PE9S 1.2947 ..... IIIT
PAG6 1.2729 ..., IIII
PE11l 1.2579 ..., IIIII
PES8 1.2544  ...... ITIIIT
PE59 1.2541 ..., IIIII
PA31 1.2486  ...... IIIII
PA42 1.2475 ..., IIIII
PA8 1.2401 ...... IITIIT
PA41 1.2389  ...... IIIII
PA13 1.2381 ...... IIIII
PE13 1.2369 ...... IIIII
PEGO 1.2353 ...... IIIII
PA21 1.2347 ..., IIIII
PAl12 1.2218  ...... IIIII
PE1O 1.2194 ..., IIII
PA37 1.2013 ........ IIII
PE61 1.1974 ..., IIII
PAll 1.1962 ........ IIII
PES58 1.1854 ..., IIII
PE62 1.1840  ......... IIII
PA40 1.1730 ... IIII
PA25 1.1652 ... IIII
PA33 1.1650 ... IIII
PE97 1.1188 ... III
PA30 1.1144 ... IIII
PA32 1.1021 ...l IIII
PE96 1.0859 ... III
PA43 1.0660 ..., II
PA44 1.0159 ... I

THERE ARE 15 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.964 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.1004
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0511

ERROR TERM USED: REPETIGAO*TEMPERATURA*ISOLAMENTO, 574 DF
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4. Modelos de regressao

Meio CMA

Temperaturas: 5, 10, 15, 20 25 e 30 °C

Isolamentos - 28 (Grupo 1): PA], PA3, PAG, PA7, PAs, PA]], PA12, PA13, PA14, PA19, PA20, PAZI’ PA43, PA4,
PE84’ PEllls PElls PE13s PES4s PESSs PE56s PESSs PES% PE60a PEﬁls PE6Zs PE9S €
PE,,;

BEST SUBSET REGRESSION MODELS FOR TASAMM

UNFORCED INDEPENDENT VARIABLES: (A)TEMP (B)TEMP2 (C)TEMP3
3 "BEST" MODELS FROM EACH SUBSET SIZE LISTED.

ADJUSTED
P Ccp R SQUARE R SQUARE RESID SS MODEL VARIABLES
1 5047.1 0.0000 0.0000 18502.1 INTERCEPT ONLY
2 140.8 0.8843 0.8845 2136.63 A
2 595.5 0.8022 0.8026 3652.59 B
2 1171.8 0.6981 0.6987 5574.32 c
3 2.6 0.9094 0.9098 1669.11 B C
3 44.3 0.9019 0.9023 1808.03 AC
3 61.1 0.8988 0.8992 1864.10 A B
4 4.0 0.9094 0.9099 1667.14 A BC

CASES INCLUDED 504 MISSING CASES 0

Meio CMA
Temperaturas: 5, 10, 15, 20 25 e 30°C
Isolamentos - 10 (Grupo 2): PA25, PA30, PA31, PA32, PA33, PA35, PA37, PA40, PA41 € PA42

BEST SUBSET REGRESSION MODELS FOR TASAMM

UNFORCED INDEPENDENT VARIABLES: (A)TEMP (B)TEMP2 (C)TEMP3
3 "BEST" MODELS FROM EACH SUBSET SIZE LISTED.

ADJUSTED
P Cp R SQUARE R SQUARE RESID SS MODEL VARIABLES
1 4030.8 0.0000 0.0000 8684.98 INTERCEPT ONLY
2 376.4 0.8680 0.8688 1139.84 A
2 880.8 0.7475 0.7489 2180.80 B
2 1427.7 0.6168 0.6190 3309.26 c
3 19.5 0.9535 0.9540 399.270 B C
3 110.6 0.9316 0.9324 587.362 AC
3 155.2 0.9209 0.9218 679.397 A B
4 4.0 0.9575 0.9582 363.181 ABC

CASES INCLUDED 180 MISSING CASES 0

Meio CMA
Temperaturas: 5, 10, 15, 20 25,30 e 35 °C
Isolamentos - 3 (Grupo 3): PE,,, PE4 e PEs,

BEST SUBSET REGRESSION MODELS FOR TASAMM

UNFORCED INDEPENDENT VARIABLES: (A)TEMP (B)TEMP2 (C)TEMP3
3 "BEST" MODELS FROM EACH SUBSET SIZE LISTED.

ADJUSTED
P Ccp R SQUARE R SQUARE RESID SS MODEL VARIABLES
1 1216.3 0.0000 0.0000 3983.91 INTERCEPT ONLY
2 168.6 0.8189 0.8218 709.888 A
2 358.2 0.6680 0.6734 1301.34 B
2 539.7 0.5236 0.5313 1867.42 c
3 3.2 0.9513 0.9528 187.858 B C
3 30.0 0.9296 0.9319 271.420 AC
3 48.5 0.9147 0.9174 328.980 A B
4 4.0 0.9515 0.9538 184.020 A BC

CASES INCLUDED 63 MISSING CASES 0
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Meio CA

Temperaturas: 5, 10, 15, 20 25 e 30 °C

Isolamentos - 28 (Grupo 1): PAI, PA3, PAﬁ, PA7, PAs, PAH, PA12, PA13, PA14, PA19, PAzo, PA21, PA43, PA4,
PE84’ PE]O, PEll’ PE13’ PES4’ PESS’ PES6’ PESS, PE599 PE60’ PEﬁl, PE62’ PEQS €
PEy;

BEST SUBSET REGRESSION MODELS FOR TASAMM

UNFORCED INDEPENDENT VARIABLES: (A)TEMP (B)TEMP2 (C)TEMP3
3 "BEST" MODELS FROM EACH SUBSET SIZE LISTED.

ADJUSTED
P Cp R SQUARE R SQUARE RESID SS MODEL VARIABLES
1 6849.9 0.0000 0.0000 40287.0 INTERCEPT ONLY
2 108.2 0.9171 0.9173 3332.75 A
2 645.7 0.8439 0.8442 6278.19 B
2 1373.2 0.7447 0.7452 10264.6 c
3 2.2 0.9317 0.9320 2741.10 B C
3 35.1 0.9272 0.9275 2921.50 AC
3 48.1 0.9254 0.9257 2992.57 A B
4 4.0 0.9316 0.9320 2739.91 ABC

CASES INCLUDED 504 MISSING CASES 0

Meio CA
Temperaturas: 5, 10, 15, 20 25 e 30°C
Isolamentos - 10 (Grupo 2): PA25, PA30, PA31, PA32, PA33, PA35, PA37, PA40, PA41 [J PA42

BEST SUBSET REGRESSION MODELS FOR TASAMM

UNFORCED INDEPENDENT VARIABLES: (A)TEMP (B)TEMP2 (C)TEMP3
3 "BEST" MODELS FROM EACH SUBSET SIZE LISTED.

ADJUSTED
P Ccp R SQUARE R SQUARE RESID SS MODEL VARIABLES
1 3102.8 0.0000 0.0000 14679.5 INTERCEPT ONLY
2 203.8 0.8836 0.8842 1699.26 A
2 557.9 0.7750 0.7763 3283.80 B
2 959.0 0.6521 0.6540 5078.48 c
3 7.9 0.9439 0.9445 813.993 B C
3 59.4 0.9280 0.9288 1044.50 AC
3 83.5 0.9206 0.9215 1152.01 A B
4 4.0 0.9454 0.9464 787.487 A BC

CASES INCLUDED 180 MISSING CASES 0

Em meio CA
Temperaturas: 5, 10, 15, 20 25,30 e 35 °C
Isolamentos - 3 (Grupo 3): PE,,, PE4 e PEs,

BEST SUBSET REGRESSION MODELS FOR TASAMM

UNFORCED INDEPENDENT VARIABLES: (A)TEMP (B)TEMP2 (C)TEMP3
3 "BEST" MODELS FROM EACH SUBSET SIZE LISTED.

ADJUSTED
P Cp R SQUARE R SQUARE RESID SS MODEL VARIABLES
1 698.4 0.0000 0.0000 4017.46 INTERCEPT ONLY
2 114.3 0.7680 0.7718 916.857 A
2 227.5 0.6166 0.6228 1515.46 B
2 333.4 0.4749 0.4833 2075.73 c
3 3.4 0.9178 0.9205 319.389 B C
3 21.8 0.8927 0.8962 417.007 A C
3 34.5 0.8755 0.8795 484.057 A B
4 4.0 0.9184 0.9223 312.119 ABC

CASES INCLUDED 63 MISSING CASES 0
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5. Regressao linear da taxa de crescimento sobre a temperatura em meio de cultura CMA

Ajuste geral para 28 isolamentos (Global 1)

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF TASAMM

NOTE: MODEL FORCED THROUGH ORIGIN

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF
TEMP -0.17918 0.04354 -4.12 0.0000 20.9
TEMP2 0.07133 0.00424 16.82 0.0000 253.9
TEMP3 -0.00158 9.815E-05 -16.10 0.0000 132.0
R-SQUARED 0.9735 RESID. MEAN SQUARE (MSE) 3.32837
ADJUSTED R-SQUARED 0.9734 STANDARD DEVIATION 1.82438
SOURCE DF SS MS F P

REGRESSION 3 61309.0 20436.3 6140.03 0.0000

RESIDUAL 501 1667.52 3.32837

TOTAL 504 62976.5

CASES INCLUDED 504 MISSING CASES O

- . . 3 2 . L.
A transformac@o realizada foi y = at” + bt",+ ct onde y representa a taxa de crescimento maximo
didrio, t € a temperatura de crescimento, a, b e ¢ sdo os coeficientes de regressao.

Distribuicao dos residuos estandardizados sobre os valores ajustados

Regression Residual Plot
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Fitted values
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Ajuste geral para 10 isolamentos (Global 2)

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF TASAMM

NOTE: MODEL FORCED THROUGH ORIGIN

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT
TEMP -0.59265
TEMP2 0.12502
TEMP3 -0.00289
R—-SQUARED 0.9871
ADJUSTED R-SQUARED 0.9869
SOURCE DF SS
REGRESSION 3 28139.0
RESIDUAL 177 367.734
TOTAL 180 28506.7
CASES INCLUDED 180 MISSING

STD ERROR STUDENT'S T
0.05756 -10.30
0.00561 22.30

1.298E-04 -22.28

RESID. MEAN SQUARE (M
STANDARD DEVIATION
MS F
9379.66 4514.68
2.07759
CASES O

SE)

2.07759
1.44139

A transformagio realizada foi y = at® + bt’,+ ct onde y representa a taxa de crescimento maximo
didrio, t € a temperatura de crescimento, a, b e ¢ sdo os coeficientes de regressao.

Distribuicao dos residuos estandardizados sobre os valores ajustados

Regression Residual Plot
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Ajuste geral para os isolamentos PE,, PE,; e PEs, (Global 3)

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF TASAMM

NOTE: MODEL FORCED THROUGH ORIGIN

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF
TEMP 0.63873 0.10971 5.82 0.0000 21.3
TEMP2 0.04877 0.00921 5.30 0.0000 251.0
TEMP3 -0.00135 1.840E-04 -7.32 0.0000 129.4
R-SQUARED 0.9915 RESID. MEAN SQUARE (MSE) 3.56713
ADJUSTED R-SQUARED 0.9911 STANDARD DEVIATION 1.88869
SOURCE DF SS MS F P

REGRESSION 3 25113.9 8371.30 2346.79 0.0000

RESIDUAL 60 214.028 3.56713

TOTAL 63 25327.9

CASES INCLUDED 63 MISSING CASES 0

A transformacdo realizada foi y = at’ + bt’+ ¢, onde y representa a taxa de crescimento maximo
didrio, t € a temperatura de crescimento, a, b e ¢ sdo os coeficientes de regressdo.

Distribuicao dos residuos estandardizados sobre os valores ajustados

Regression Residual Plot
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6. Regressao linear da taxa de crescimento sobre a temperatura em meio de cultura CA

Ajuste geral para 28 isolamentos (Global 1)

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF TASAMM

NOTE: MODEL FORCED THROUGH ORIGIN

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF
TEMP -0.15988 0.05590 -2.86 0.0044 20.9
TEMP2 0.09296 0.00545 17.07 0.0000 253.9
TEMP3 -0.00200 1.260E-04 -15.91 0.0000 132.0
R-SQUARED 0.9803 RESID. MEAN SQUARE (MSE) 5.48665
ADJUSTED R-SQUARED 0.9802 STANDARD DEVIATION 2.34236
SOURCE DF SS MS F P

REGRESSION 3 136598 45532.8 8298.83 0.0000

RESIDUAL 501 2748.81 5.48665

TOTAL 504 139347

CASES INCLUDED 504 MISSING CASES 0

A transformagio realizada foi y = at® + bt’,+ ct onde y representa a taxa de crescimento maximo
didrio, t € a temperatura de crescimento, a, b e ¢ sdo os coeficientes de regressao

Distribuicao dos residuos estandardizados sobre os valores ajustados

Regression Residual Plot

Standardized Residuals
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Ajuste geral para 10 isolamentos (Global 2)

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF TASAMM

NOTE: MODEL FORCED THROUGH ORIGIN

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF
TEMP -0.68682 0.08425 -8.15 0.0000 20.9
TEMP2 0.14872 0.00821 18.12 0.0000 253.9
TEMP3 -0.00337 1.899E-04 -17.75 0.0000 132.0
R-SQUARED 0.9832 RESID. MEAN SQUARE (MSE) 4.45105
ADJUSTED R-SQUARED 0.9830 STANDARD DEVIATION 2.10975
SOURCE DF SS MS F P

REGRESSION 3 46232.8 15410.9 3462.31 0.0000

RESIDUAL 177 787.836 4.45105

TOTAL 180 47020.6

CASES INCLUDED 180 MISSING CASES 0

A transformacdo realizada foi y = at® + bt’,+ ct onde y representa a taxa de crescimento maximo
didrio, t € a temperatura de crescimento, a, b e ¢ sdo os coeficientes de regressao.

Distribuicao dos residuos estandardizados sobre os valores ajustados

Regression Residual Plot
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Ajuste geral para os isolamentos PE,,, PE,; e PEs, (Global 3)

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF TASAMM

NOTE: MODEL FORCED THROUGH ORIGIN

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P

TEMP 0.42944 0.13795 3.11 0.0028
TEMP2 0.06202 0.01158 5.36 0.0000
TEMP3 -0.00159 2.313E-04 -6.89 0.0000
R-SQUARED 0.9853 RESID. MEAN SQUARE (MSE) 5.64016
ADJUSTED R-SQUARED 0.9846 STANDARD DEVIATION 2.37490
SOURCE DF SS MS F P
REGRESSION 3 22678.5 7559.50 1340.30 0.0000
RESIDUAL 60 338.410 5.64016

TOTAL 63 23016.9

CASES INCLUDED 63 MISSING CASES 0

A transformagio realizada foi y = at® + bt’,+ ct onde y representa a taxa de crescimento maximo

dirio, t € a temperatura de crescimento, a, b e ¢ sdo os coeficientes de regressao.

Distribuicao dos residuos estandardizados sobre os valores ajustados

Regression Residual Plot
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ANEXO V - PATOGENICIDADE DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM QUERCUS SUBER E
Q. ROTUNDIFOLIA

A. EFEITO DO METODO DE INFESTACAO EM QUERCUS SUBER E Q. ROTUNDIFOLIA

A.1. Analise global da varidncia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea para o
isolamento

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 13.1756 13.1756 7.15 0.0133
ISOLAMENTO (B) 2 23.7636 11.8818 6.45 0.0057
REP (C) 5 2.05278 0.41056 0.22 0.9491
A*B 2 15.5053 7.75264 4.21 0.0271
A*C 5 4.14444 0.82889 0.45 0.8091
B*C 10 7.55972 0.75597 0.41 0.9282
A*B*C 10 9.68472 0.96847 0.53 0.8551
RESIDUAL 24 44.2200 1.84250

TOTAL 59 120.106

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 12

A.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao da espécie
de planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro 3.3139 I
Azinheira 2.4583 o1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.064 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6603
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3199

ERROR TERM USED: RESIDUAL, 24 DF

A.1.2. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcdo do
isolamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PA 3.3958 I
PE 3.1792 I
TESTEMUNHA 2.0833 ..o I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.064 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.8087
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3918

ERROR TERM USED: RESIDUAL, 24 DF
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A.2. Anélise global da variincia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular para o
isolamento

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF sS MS F P
PLANTA (A) 1 0.28125 0.28125 0.67 0.4222
ISOLA (B) 2 59.6319 29.8160 70.67 0.0000
REP (C) 5 2.72569 0.54514 1.29 0.3001
A*B 2 6.43750 3.21875 7.63 0.0027
A*C 5 0.94792 0.18958 0.45 0.8095
B*C 10 3.28472 0.32847 0.78 0.6483
A*B*C 10 2.89583 0.28958 0.69 0.7268
RESIDUAL 24 10.1250 0.42188

TOTAL 59 86.3299

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 12

A.2.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do
isolamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PA 3.7917 I
PE 3.3125 .o I
TESTEMUNHA 1.6667 ceel I

ALL 3 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.064 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.3870
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1875

ERROR TERM USED: RESIDUAL, 24 DF

A.3. Analise de varidncia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea para o método
de infestacao

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 13.1756 13.1756 9.97 0.0043
METINFES (B) 2 39.7678 19.8839 15.04 0.0001
REP (C) 5 2.05278 0.41056 0.31 0.9017
A*B 2 10.2178 5.10889 3.87 0.0351
A*C 5 4.14444 0.82889 0.63 0.6807
B*C 10 11.2056 1.12056 0.85 0.5902
A*B*C 10 7.82222 0.78222 0.59 0.8047
RESIDUAL 24 31.7200 1.32167

TOTAL 59 120.106

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 12

A.3.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio da espécie
de planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro 3.3139 I
Azinheira 2.4583 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.064 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5593
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2710

ERROR TERM USED: RESIDUAL, 24 DF

260



Anexo 'V

A.3.2. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao do

método de infestacio (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY METINFES

HOMOGENEOUS
METINFES MEAN GROUPS
Liquido 3.8750 I
Sélido 2.7000 oI
Testemunha 2.0833 o1

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.064 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6849
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3319

ERROR TERM USED: RESIDUAL, 24 DF

A.4. Andlise de variancia para a avaliacdo visual de sintomas na parte radicular para o

método de infestacio

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 0.28125 0.28125 0.41 0.5269
METINFES (B) 2 57.2986 28.6493 41.99 0.0000
REP (C) 5 2.72569 0.54514 0.80 0.5613
A*B 2 2.77083 1.38542 2.03 0.1532
A*C 5 0.94792 0.18958 0.28 0.9207
B*C 10 1.36806 0.13681 0.20 0.9942
A*B*C 10 4.56250 0.45625 0.67 0.7417
RESIDUAL 24 16.3750 0.68229

TOTAL 59 86.3299

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 12

A4.1. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do

método de infestacio (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY METINFES

HOMOGENEOUS
METINFES MEAN GROUPS
Liquido 3.6458 I
sélido 3.4583 I
Testemunha 1.6667 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.064 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4921
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2384

ERROR TERM USED: RESIDUAL, 24 DF

A.5. Analise individual da avaliacdo visual dos sintomas na parte aérea em funcio do

tratamento

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 9 58.1760 6.46400 8.57 0.0000
WITHIN 50 37.7333 0.75467

TOTAL 59 95.9093

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.95156
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
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SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobTestemu 3.0000 6 0.6325
SobLigPA 4.0000 6 0.0000
SobSolPA 3.9167 6 0.2041
SobLigPE 3.7500 6 0.4183
SobSolPE 2.2167 6 1.9803
AziTestemu 1.1667 6 0.7528
AziLigPA 4.0000 6 0.0000
AziSolPA 1.6667 6 1.5055
AziLigPE 3.7500 6 0.4183
AziSolPE 3.0000 6 0.0000
TOTAL 3.0467 60 0.8687

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 0

A.5.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LsSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobLigPA 4.0000 I
AziLigPA 4.0000 I
SobSolPA 3.9167 I
SobLigPE 3.7500 I
AziLigPE 3.7500 I
SobTestemu 3.0000 II
AziSolPE 3.0000 I1I
SobSolPE 2.2167 II
AziSolPA 1.6667 N
AziTestemu 1.1667 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.0074
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.5016

A.6. Andlise individual da avaliacio visual dos sintomas na parte radicular em funcao do
tratamento

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 9 44.3708 4.93009 14.90 0.0000
WITHIN 50 16.5417 0.33083

TOTAL 59 60.9125

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.76654
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobTestemu 2.0000 6 0.0000
SobLigPA 4.0000 6 0.0000
SobSolPA 4.0000 6 0.0000
SobLigPE 3.2500 6 0.4183
SobSolPE 2.6667 6 1.5055
AziTestemu 1.3333 6 0.5164
AziLigPA 3.8333 6 0.2582
AziSolPA 3.3333 6 0.4082
AziLiqPE 3.5000 6 0.5477
AziSOlPE 3.8333 6 0.2582
TOTAL 3.1750 60 0.5752

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 0
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A.6.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do

tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobLigPA 4.0000 I
SobSolPA 4.0000 I
AziLigPA 3.8333 I1I
AziSolPE 3.8333 I1I
AziLigPE 3.5000 I1I
AziSolPA 3.3333 III
SobLigPE 3.2500 I1I
SobSolPE 2.6667 el II
SobTestemu 2.0000 ...... Iz
AziTestemu 1.3333 ........ I

THERE ARE 5 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6670
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3321
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B. METODOS DE AVALIACAO DA SEVERIDADE DE SINTOMAS E INFLUENCIA DO TIPO DE
SUBSTRATO NA INFECCAO DE SOBREIROS E AZINHEIRAS POR PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

B.1. Infestacio de plantas sem remocio da terra das raizes, em abrigo

B.1.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 8.75014 8.75014 28.63 0.0003
SUBSTRATO (B) 1 2.84014 2.84014 9.29 0.0123
INOCULO (C) 2 6.65583 3.32792 10.89 0.0031
REPETICAO (D) 5 2.08958 0.41792 1.37 0.3143
A*B 1 0.74014 0.74014 2.42 0.1507
A*C 2 3.79528 1.89764 6.21 0.0177
A*D 5 5.18069 1.03614 3.39 0.0475
B*C 2 3.14361 1.57181 5.14 0.0291
B*D 5 5.65736 1.13147 3.70 0.0371
C*D 10 2.21583 0.22158 0.72 0.6897
A*B*C 2 3.75194 1.87597 6.14 0.0182
A*B*D 5 5.12403 1.02481 3.35 0.0489
A*C*D 10 4.12639 0.41264 1.35 0.3220
B*C*D 10 3.22139 0.32214 1.05 0.4677
A*B*C*D 10 3.05639 0.30564

TOTAL 71 60.3488

B.1.1.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao da
espécie de planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro 1.7194 I
Azinheira 1.0222 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.2903
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1303

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.1.1.2. Comparac¢ao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do tipo
de substrato (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY SUBSTRATO

HOMOGENEOUS
SUBSTRATO MEAN GROUPS
Argiloso 1.5694 I
Limoso 1.1722 o1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.2903
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1303

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF
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B.1.1.3. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do

inoculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
PA20 1.7000 I
PEL3 1.4458 I
Testemunha 0.9667 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.3556
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1596

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETIGAO, 10 DF

B.1.2. Analise de variancia em fun¢do do tratamento para a avaliacdo visual de sintomas na

parte aérea

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 11 29.6771 2.69792 5.28 0.0000
WITHIN 60 30.6717 0.51119
TOTAL 71 60.3487
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF -—————= —————— ——————
EQUAL VARIANCES 17.06 11 0.1060
COCHRAN'S Q 0.1372
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 56.111
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.36445
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA 1.4167 6 0.9174
SobslimPE 1.3833 6 0.9065
SobslimTEM 2.0667 6 0.8664
SobsargPA 2.0833 6 0.6646
SobsargPE 2.2833 6 0.7885
SobsargTES 1.0833 6 0.4916
AzislimPA 1.2000 6 0.7616
AzinslimPE 0.9167 6 0.4916
AzislimTES 0.0500 6 0.1225
AzisargPA 2.1000 6 0.8556
AzisargPE 1.2000 6 0.7616
AzisargTES 0.6667 6 0.5164
TOTAL 1.3708 72 0.7150
CASES INCLUDED 72 MISSING CASES 0

B.1.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao do tipo

de tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobsargPE 2.2833 I
AzisargPA 2.1000 II
SobsargPA 2.0833 II
Sobs1limTEM 2.0667 Iz
SobslimPA 1.4167 Iz
SobslimPE 1.3833 I1I
AzislimPA 1.2000 el I
AzisargPE 1.2000 sl I
SobsargTES 1.0833 I
AzinslimPE 0.9167 I
AzisargTES 0.6667 . II
AzislimTES 0.0500  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.000 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.8257
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4128

265



Anexo 'V

B.1.3. Analise global da variancia para a valiaciso visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE

PLANTA (A)
SUBSTRATO
INOCULO (C)
REPETICAO
A*B

A*C

A*D

B*C

B*D

C*D

A*B*C
A*B*D
A*C*D
B*C*D
A*B*C*D

B.1.3.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do

2.03347
0.95681
28.2678
3.11403
0.28125
1.48111
2.96736
1.61778
1.73736
1.83222
2.06333
2.44292
5.27556
2.59556
4.80000

61.4665

2.03347

0.95681

14.1339
.62281
.28125
.74056
.59347
.80889
.34747
.18322
.03167
.48858
.52756
.25956
.48000

o

coocoroocoocooo

N}

O P NOOREROR OR S
o
©

inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T)

INOCULO

Testemunha

MEAN

1.2292

HOMOGEN
GROUPS

EOUS

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE

COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

S RN e Y N RN N -E=N-}

NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4456
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2000

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.1.4. Analise de variancia em funcido do tratamento para a avaliacdo visual de sintomas na
parte radicular

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 11 36.7015 3.33650 8.08 0.0000
WITHIN 60 24.7650 0.41275
TOTAL 71 61.4665
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF

EQUAL VARIANCES 10.50 11 0.4864
COCHRAN'S Q 0.1699
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 18.431
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.48729
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0

SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA 2.3667 6 0.6377
SobslimPE 2.1000 6 0.4147
Sobs1limTEM 1.7833 6 0.7494
SobsargPA 3.1500 6 0.5718
SobsargPE 2.7500 6 0.5244
SobsargTES 1.4167 6 0.9174
AzislimPA 2.8167 6 0.2137
AzinslimPE 2.0000 6 0.7071
AzislimTES 0.8000 6 0.5441
AzisargPA 2.4500 6 0.6892
AzisargPE 2.5667 6 0.7815
AzisargTES 0.9167 6 0.6646
TOTAL 2.0931 72 0.6425

CASES INCLUDED 72 MISSING CASES 0
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B.1.4.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do

tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobsargPA 3.1500 I
AzislimPA 2.8167 I1I
SobsargPE 2.7500 II
AzisargPE 2.5667 IITI
AzisargPA 2.4500 ITITI
SobslimPA 2.3667 III
SobslimPE 2.1000 ITIII
AzinslimPE 2.0000 III
SobslimTEM 1.7833 ...... I1I
SobsargTES 1.4167 II
AzisargTES 0.9167
AzislimTES 0.8000 .......... I

THERE ARE 6 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.000 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7420
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3709

B.1.5. Analise global da variancia para a variaciao do peso da planta

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR VARIAGCAOPESO

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 24083.7 24083.7 11.34 0.0071
SUBSTRATO (B) 1 1770.23 1770.23 0.83 0.3827
INOCULO (C) 2 1216.93 608.466 0.29 0.7568
REPETICAO (D) 5 5379.82 1075.96 0.51 0.7654
A*B 1 2621.71 2621.71 1.23 0.2925
A*C 2 3294.39 1647.19 0.78 0.4862
A*D 5 9146.87 1829.37 0.86 0.5385
B*C 2 4025.73 2012.87 0.95 0.4198
B*D 5 3570.40 714.080 0.34 0.8796
C*D 10 26584.0 2658.40 1.25 0.3646
A*B*C 2 12268.0 6133.98 2.89 0.1023
A*B*D 5 7013.87 1402.77 0.66 0.6614
A*C*D 10 16163.3 1616.33 0.76 0.6628
B*C*D 10 12079.8 1207.98 0.57 0.8063
A*B*C*D 10 21233.4 2123.34

TOTAL 71 150452

B.1.5.1. Comparacio de médias da variacido do peso da planta em funcio da espécie de planta

(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOPESO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro -12.613 I
Azinheira -49.191 o1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 24.200
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 10.861

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETIGAO, 10 DF

B.1.6. Analise de varidncia em fun¢ido do tratamento para a variaciao do peso da planta

ONE-WAY AOV FOR VARIAGAOPESO BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 11 49280.6 4480.06 2.66 0.0077
WITHIN 60 101171 1686.19
TOTAL 71 150452
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF

EQUAL VARIANCES 35.16 11 0.0002
COCHRAN'S Q 0.3011
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 40.815
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 465.644
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
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SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA -19.694 6 24.040
SobslimPE 7.0971 6 41.447
Sobs1limTEM -58.219 6 39.540
SobsargPA 15.249 6 67.127
SobsargPE -23.076 6 56.983
SobsargTES 2.9675 6 78.051
AzislimPA -38.917 6 24.589
AzinslimPE -60.311 6 14.085
AzislimTES -45.118 6 12.217
AzisargPA -64.181 6 16.581
AzisargPE -40.787 6 27.612
AzisargTES -45.833 6 23.248
TOTAL -30.902 72 41.063

CASES INCLUDED 72 MISSING CASES 0

B.1.6.1. Comparaciao de médias da variacio do peso da planta em funcdo do tratamento
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOPESO BY TRATAMENTO
HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobsargPA 15.249 I
SobslimPE 7.0971 Iz
SobsargTES 2.9675 IT1I
Sobs1limPA -19.694 ITITI
SobsargPE -23.076 I TITI
AzislimPA -38.917 IT1TI
AzisargPE -40.787 I1I
AzislimTES -45.118 I
AzisargTES -45.833 I
Sobs1imTEM -58.219  ...... I
AzinslimPE -60.311  ...... I
AzisargPA -64.181  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT

THE MEANS ARE
FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.000 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 47.423
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 23.708

B.1.7. Analise de varidncia em func¢io do tratamento para a variacio da clorofila

ONE-WAY AOV FOR VARIACAOCLOROFILA BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 9 40647.9 4516.43 14.42 0.0000
WITHIN 29 9084.33 313.253
TOTAL 38 49732.2
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF —————= ~—————== ——————
EQUAL VARIANCES 15.50 7 0.0301

COCHRAN'S Q 0.4273
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 22.097
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1102.63
EFFECTIVE CELL SIZE 3.8

SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SoblimoPE13 -11.774 6 9.1857
SoblimoTest -13.548 4 6.8268
SobargiPE13 -12.457 6 20.455
SobargiTest -1.7978 6 6.9163
AzilimoPA20 49.597 1 M
AzilimoPE13 51.725 4 22.501
AzilimoTest 63.413 3 12.556
AziargiPA20 60.670 5 32.091
AziargiPE13 42.500 1 M
AzinargTest 43.788 3 10.907
TOTAL 18.297 39 17.699

CASES INCLUDED 39 MISSING CASES 33
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B.1.7.1. Comparacdo de médias da variacao da clorofila em funcio do tratamento (teste

LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOCLOROFILA BY TRATAMENTO

HOMOGENEOQOUS

TRATAMENTO MEAN GROUPS
AzilimoTest 63.413 I
AziargiPA20 60.670 I
AzilimoPE1l3 51.725 I
AzilimoPA20 49.597 I
AzinargTest 43.788 I
AziargiPE13 42.500 I
SobargiTest -1.7978 I
SoblimoPE13 -11.774 I
SobargiPE13 -12.457 I
SoblimoTest -13.548 I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.045 REJECTION LEVEL 0.050
STANDARD ERRORS AND CRITICAL VALUES OF DIFFERENCES
VARY BETWEEN COMPARISONS BECAUSE OF UNEQUAL SAMPLE SIZES.

B.1.8. Analise global da variancia para a variacio de altura das plantas

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR VARIAGAOALTURA

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 4247.31 4247.31 15.44 0.0028
SUELO (B) 1 386.282 386.282 1.40 0.2635
INOCULO (C) 2 3709.95 1854.98 6.74 0.0140
REP (D) 5 786.463 157.293 0.57 0.7209
A*B 1 108.475 108.475 0.39 0.5441
A*C 2 2050.28 1025.14 3.73 0.0618
A*D 5 279.213 55.8426 0.20 0.9538
B*C 2 750.636 375.318 1.36 0.2993
B*D 5 1253.80 250.759 0.91 0.5110
C*D 10 775.056 77.5056 0.28 0.9710
A*B*C 2 453.509 226.755 0.82 0.4663
A*B*D 5 1679.10 335.821 1.22 0.3675
A*C*D 10 2978.97 297.897 1.08 0.4513
B*C*D 10 2324.04 232.404 0.84 0.6027
A*B*C*D 10 2751.48 275.148

TOTAL 71 24534.6

B.1.8.1. Comparacio de médias da variacdo de altura das plantas em funcio da espécie de

planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOALTURA BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Encina 27.575 I
Alcornoque 12.214 Lo I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 8.7114
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 3.9097

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.1.8.2. Comparacio de médias da variacdo de altura das plantas em func¢io do indculo

(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOALTURA BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
Testigo 26.953 I
PE13 22.684 I
PA20 10.047 .1

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 10.669
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 4.7884

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF
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B.1.9. Analise de varidncia em func¢io do tratamento para a variacio da altura da planta

ONE-WAY AOV FOR VARIAGAOALTURA BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS Ms F P
BETWEEN 11 11706.5 1064.22 4.98 0.0000
WITHIN 60 12828.1 213.802
TOTAL 71 24534.6
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF —————= —————= ——————
EQUAL VARIANCES 23.40 11 0.0155
COCHRAN'S Q 0.3100
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 37.603
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 141.737
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA 11.947 6 9.8177
SobslimPE 23.264 6 7.7066
Sobs1limTEM 12.063 6 12.473
SobsargPA 5.3570 6 4.5989
SobsargPE 7.6929 6 8.8244
SobsargTES 12.962 6 11.348
AzislimPA 6.0289 6 7.3543
AzinslimPE 35.439 6 17.174
AzislimTES 44.525 6 17.374
AzisargPA 16.856 6 17.767
AzisargPE 24.342 6 28.201
AzisargTES 38.263 6 16.268
TOTAL 19.895 72 14.622
CASES INCLUDED 72 MISSING CASES 0

B.1.9.1. Comparacao de médias da variaciao de altura das plantas em func¢io do tratamento
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOALTURA BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
AzislimTES 44.525 I
AzisargTES 38.263 II
AzinslimPE 35.439 Iz
AzisargPE 24.342 I1I
SobslimPE 23.264 Iz
AzisargPA 16.856 I1I
SobsargTES 12.962 I1I
Sobs1imTEM 12.063 Iz
Sobs1limPA 11.947 Iz
SobsargPE 7.6929 I1I
AzislimPA 6.0289 .. LI
SobsargPA 5.3570 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.000 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 16.887
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 8.4420

B.1.10. Analise global da variancia em func¢io da varia¢do do didmetro do caule das plantas

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR VARIAGAODIAMETRO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 1807.96 1807.96 7.33 0.0220
SUELO (B) 1 101.493 101.493 0.41 0.5357
INOCULO (C) 2 637.777 318.889 1.29 0.3168
REP (D) 5 1357.29 271.458 1.10 0.4179
A*B 1 274.205 274.205 1.11 0.3166
A*C 2 1362.67 681.335 2.76 0.1110
A*D 5 1090.05 218.009 0.88 0.5262
B*C 2 2490.03 1245.01 5.05 0.0305
B*D 5 1476.62 295.325 1.20 0.3769
C*D 10 1726.70 172.670 0.70 0.7085
A*B*C 2 1893.02 946.508 3.84 0.0580
A*B*D 5 892.067 178.413 0.72 0.6213
A*C*D 10 2196.23 219.623 0.89 0.5712
B*C*D 10 2442.47 244.247 0.99 0.5062
A*B*C*D 10 2467.39 246.739

TOTAL 71 22216.0
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B.1.10.1. Comparacao de médias da variacdo do diametro do caule das plantas em funcao da

espécie da planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAODIAMETRO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Encina 14.816 I
Alcornoque 4.7939 I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE

CRITICAL VALUE FOR COMPARISON
STANDARD ERROR FOR COMPARISON

ERROR TERM USED:

PLANTA*SUELO*INOCULO*REP,

2.
8.2495
3.7024

228

REJECTION LEVEL

10 DF

B.1.11. Analise de variancia em funcdo do tratamento para a variaciao do didmetro do caule

da planta

ONE-WAY AOV FOR VARIAGAODIAMETRO BY TRATAMENTO

SOURCE DF
BETWEEN 11
WITHIN 60
TOTAL 71

BARTLETT'S TEST OF

8567.15
13648.8
22216.0

EQUAL VARIANCES

COCHRAN'S Q

Ms F
778.832 3.
227.480

DF P

11 0.0000

0.7608
771.71

LARGEST VAR / SMALLEST VAR

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS
EFFECTIVE CELL SIZE

SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA 3.5335 6 5.1572
SobslimPE 1.3205 6 2.3793
SobslimTEM 7.2351 6 8.3346
SobsargPA 2.4846 6 4.2376
SobsargPE 1.8735 6 1.6405
SobsargTES 12.316 6 13.538
AzislimPA 8.9301 6 7.2606
AzinslimPE 41.482 6 45.571
AzislimTES 3.4523 6 2.3284
AzisargPA 7.8993 6 7.8667
AzisargPE 6.1283 6 5.1868
AzisargTES 21.004 6 14.158
TOTAL 9.8050 72 15.082

CASES INCLUDED 72

MISSING CASES 0

91.8919
6.0

B.1.11.1. Comparacio de médias da variacdo do diametro do caule das plantas em funcio do

tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAODIAMETRO BY TRATAMIENO

HOMOGENEOUS

TRATAMIENO MEAN GROUPS
AzinslimPE 41.482 I
AzisargTES 21.004 I
SobsargTES 12.316 I1I
AzislimPA 8.9301 Iz
AzisargPA 7.8993 I1I
SobslimTEM 7.2351 I1I
AzisargPE 6.1283 I1I
SobslimPA 3.5335 I
AzislimTES 3.4523 I
SobsargPA 2.4846 I
SobsargPE 1.8735 I
SobslimPE 1.3205 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT

CRITICAL T VALUE

CRITICAL VALUE FOR COMPARISON

THE MEANS ARE
FROM ONE ANOTHER.

STANDARD ERROR FOR COMPARISON 8

2.000
17.418
L7079

REJECTION LEVEL
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B.2. Infestacao de plantas com remocao da terra das raizes, em abrigo

B.2.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF sS MS F P
PLANTA (A) 1 22.9633 22.9633 20.78 0.0061
SUBSTRATO (B) 1 12.8133 12.8133 11.60 0.0191
INOCULO (C) 1 11.2133 11.2133 10.15 0.0244
REPETICAO (D) 5 6.33667 1.26733 1.15 0.4420
A*B 1 1.40083 1.40083 1.27 0.3113
A*C 1 0.14083 0.14083 0.13 0.7356
A*D 5 5.12417 1.02483 0.93 0.5319
B*C 1 1.68750 1.68750 1.53 0.2714
B*D 5 1.95417 0.39083 0.35 0.8607
C*D 5 3.49417 0.69883 0.63 0.6863
A*B*C 1 2.25333 2.25333 2.04 0.2126
A*B*D 5 4.10667 0.82133 0.74 0.6236
A*C*D 5 0.97667 0.19533 0.18 0.9599
B*C*D 5 6.05000 1.21000 1.10 0.4615
A*B*C*D 5 5.52417 1.10483

TOTAL 47 86.0392

B.2.1.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio da
planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 3.5125 I
Sobreiro 2.1292 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7800
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3034

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETIGAO, 5 DF

B.2.1.2. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do tipo
de substrato (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY SUBSTRATO

HOMOGENEOUS
SUBSTRATO MEAN GROUPS
Limoso 3.3375 I
Argiloso 2.3042 Lo I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7800
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3034

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 5 DF

B.2.1.3. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao do
inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
PA20 3.3042 I
Testemunha 2.3375 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7800
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3034

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 5 DF
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B.2.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 9.01333 9.01333 18.94 0.0073
SUBSTRATO (B) 1 8.84083 8.84083 18.57 0.0076
INOCULO (C) 1 13.2300 13.2300 27.79 0.0033
REPETICAO (D) 5 3.32750 0.66550 1.40 0.3610
A*B 1 0.04083 0.04083 0.09 0.7814
A*C 1 5.33333 5.33333 11.20 0.0204
A*D 5 2.07417 0.41483 0.87 0.5581
B*C 1 0.24083 0.24083 0.51 0.5087
B*D 5 1.83667 0.36733 0.77 0.6085
C*D 5 2.44750 0.48950 1.03 0.4881
A*B*C 1 0.36750 0.36750 0.77 0.4198
A*B*D 5 2.90667 0.58133 1.22 0.4159
A*C*D 5 1.59417 0.31883 0.67 0.6646
B*C*D 5 1.87667 0.37533 0.79 0.5997
A*B*C*D 5 2.38000 0.47600

TOTAL 47 55.5100

B.2.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio da
planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 3.2583 I
Sobreiro 2.3917 o1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5120
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1992

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETIGAO, 5 DF

B.2.2.2. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do
tipo de substrato (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY SUBSTRATO

HOMOGENEOUS
SUBSTRATO MEAN GROUPS
Limoso 3.2542 I
Argiloso 2.3958 Lo I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5120
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1992

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 5 DF

B.2.2.3. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do
inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS

PA20 3.3500 I

Testemunha 2.3000 Lo I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5120
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1992

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 5 DF
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B.2.3. Anilise global da variancia para a variacao do peso da planta

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR VARIAGAOPESO

SOURCE DF sS MS F P
PLANTA (A) 1 570.719 570.719 5.24 0.0707
SUELO (B) 1 716.446 716.446 6.58 0.0503
INOCULO (C) 1 1093.69 1093.69 10.04 0.0248
REP (D) 5 1159.03 231.807 2.13 0.2133
A*B 1 782.084 782.084 7.18 0.0438
A*C 1 938.136 938.136 8.61 0.0324
A*D 5 1233.79 246.757 2.27 0.1951
B*C 1 1050.59 1050.59 9.65 0.0267
B*D 5 727.531 145.506 1.34 0.3791
C*D 5 1509.60 301.919 2.77 0.1437
A*B*C 1 805.527 805.527 7.40 0.0418
A*B*D 5 1151.95 230.389 2.12 0.2152
A*C*D 5 547.562 109.512 1.01 0.4976
B*C*D 5 1599.71 319.942 2.94 0.1310
A*B*C*D 5 544.499 108.900

TOTAL 47 14430.9

B.2.3.1. Comparacao de médias da severidade da variacdo do peso em funcao do inéculo
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIAGAOPESO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
Testemunha -18.201 I
PA20 =27.747 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 7.7438
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 3.0125

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 5 DF

B.2.4. Analise global da variancia para a variacio da altura da planta

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR VARIAGCAOALTURA

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 419.023 419.023 11.92 0.0182
SUELO (B) 1 16.9694 16.9694 0.48 0.5181
INOCULO (C) 1 102.132 102.132 2.91 0.1490
REP (D) 5 240.106 48.0212 1.37 0.3702
A*B 1 16.9694 16.9694 0.48 0.5181
A*C 1 102.132 102.132 2.91 0.1490
A*D 5 240.106 48.0212 1.37 0.3702
B*C 1 1.75945 1.75945 0.05 0.8318
B*D 5 171.550 34.3101 0.98 0.5103
C*D 5 43.2245 8.64491 0.25 0.9251
A*B*C 1 1.75945 1.75945 0.05 0.8318
A*B*D 5 171.550 34.3101 0.98 0.5103
A*C*D 5 43.2245 8.64491 0.25 0.9251
B*C*D 5 175.754 35.1509 1.00 0.5000
A*B*C*D 5 175.754 35.1509

TOTAL 47 1922.02

B.2.4.1. Comparaciao de médias da severidade da variacdo da altura em funcio da espécie de
planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOALTURA BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro 5.9092 I
Azinheira 0.0000 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 4.3996
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.7115

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 5 DF
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B.2.5. Analise global da variancia para a variaciao do didmetro do caule da planta

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR VARIAGAODIAMETRO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 3.17389 3.17389 6.78 0.0480
SUELO (B) 1 0.18022 0.18022 0.38 0.5621
INOCULO (C) 1 3.17389 3.17389 6.78 0.0480
REP (D) 5 2.17502 0.43500 0.93 0.5311
A*B 1 0.18022 0.18022 0.38 0.5621
A*C 1 3.17389 3.17389 6.78 0.0480
A*D 5 2.17502 0.43500 0.93 0.5311
B*C 1 0.18022 0.18022 0.38 0.5621
B*D 5 2.34064 0.46813 1.00 0.5000
C*D 5 2.17502 0.43500 0.93 0.5311
A*B*C 1 0.18022 0.18022 0.38 0.5621
A*B*D 5 2.34064 0.46813 1.00 0.5000
A*C*D 5 2.17502 0.43500 0.93 0.5311
B*C*D 5 2.34064 0.46813 1.00 0.5000
A*B*C*D 5 2.34064 0.46813

TOTAL 47 28.3052

B.2.5.1. Comparaciao de médias da variacao do didmetro do caule em funcio da espécie de
planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIAGAODIAMETRO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro 0.5143 I
Azinheira 0.0000 o1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5077
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1975

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETIGAO, 5 DF

B.2.5.2. Comparacio de médias da variacio do didmetro do caule em funcdo do inéculo
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIAGAODIAMETRO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
Testemunha 0.5143 I
PA20 0.0000 I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.571 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5077
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1975

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETIGAO, 5 DF

B.2.6. Analise individual da varidncia em funcio do tratamento para a avaliacdo visual de
sintomas na parte aérea do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 3 18.2979 6.09931 7.76 0.0012
WITHIN 20 15.7117 0.78558
TOTAL 23 34.0096
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 3.76 3 0.2889
COCHRAN'S Q 0.4376
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 5.6897
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.88562
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
Sobslim PA 3.3833 6 0.4916
SobslimTES 2.2500 6 1.1726
SobsargPA 1.9500 6 1.0173
SobsarlTES 0.9333 6 0.7005
TOTAL 2.1292 24 0.8863
CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0
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B.2.6.1. Comparacdo de médias da severidade de sintomas na parte aérea do sobreiro em
funcao do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobslimPA 3.3833 I
SobslimTES 2.2500 I
SobsargPA 1.9500 I1I
SobsarlTES 0.9333 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.0674
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.5117

B.2.7. Analise individual da varidncia em funcio do tratamento para avaliacao visual de
sintomas na parte aérea da azinheira

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 11.2112 3.73708 4.19 0.0188
WITHIN 20 17.8550 0.89275

TOTAL 23 29.0662

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.47406
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
AzislimPA 3.8833 6 0.1941
AzislimTES 3.8333 6 0.4082

AzisargPA 4.0000 6 0.0000
AzisargTES 2.3333 6 1.8348

TOTAL 3.5125 24 0.9449

CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0

B.2.7.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea da azinheira em
funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAM

HOMOGENEOUS
TRATAM MEAN GROUPS
AzisargPA 4.0000 I
AzislimPA 3.8833 I
AzislimTES 3.8333 I
AzisargTES 2.3333 Lo I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.1379
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.5455
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B.2.8. Analise individual da varidncia em funcio do tratamento para a avaliacdo visual de

sintomas na parte radicular do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 3 21.5283 7.17611 16.40 0.0000
WITHIN 20 8.75000 0.43750
TOTAL 23 30.2783
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 13.62 3 0.0035
COCHRAN'S Q 0.7667
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 20.125
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1.12310
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAM MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA 3.6667 6 0.2875
SobslimTES 1.9167 6 1.1583
SobsargPA 2.8333 6 0.2582
SobsarlTES 1.1500 6 0.5089
TOTAL 2.3917 24 0.6614
CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0

B.2.8.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular do sobreiro em

funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobslimPA 3.6667 I
SobsargPA 2.8333 .o I
Sobs1limTES 1.9167 I
SobsarlTES 1.1500 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7966
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3819

B.2.9. Analise individual da varidncia em funcio do tratamento para avaliaciao visual de

sintomas na parte radicular da azinheira

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 6.52500 2.17500 4.49 0.0145
WITHIN 20 9.69333 0.48467
TOTAL 23 16.2183
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 18.79 3 0.0003
COCHRAN'S Q 0.8434
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 52.742
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.28172
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
AzislimPA 3.7500 6 0.1761
AzislimTES 3.6833 6 0.3710
AzisargPA 3.1500 6 0.3674
AzisargTES 2.4500 6 1.2787
TOTAL 3.2583 24 0.6962
CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0
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B.2.9.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte radicular da azinheira
em funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
AzislimPA 3.7500 I
AzislimTES 3.6833 I
AzisargPA 3.1500 I1I
AzisargTES 2.4500 .

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.8384
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4019

B.2.10. Analise individual da variancia para a variaciao do peso do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR VARIACAOPESO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 5374.64 1791.55 6.66 0.0027
WITHIN 20 5378.69 268.934
TOTAL 23 10753.3
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF —————= —————== ——————
EQUAL VARIANCES 8.24 3 0.0413
COCHRAN'S Q 0.6215
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 17.074
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 253.769
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA -29.595 6 14.218
Sobs1limTES 6.3435 6 25.856
SobsargPA -27.845 6 6.2576
SobsarlTES -27.006 6 12.879
TOTAL -19.526 24 16.399
CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0

B.2.10.1. Comparaciao de médias da variacio do peso do sobreiro em funcao do tratamento
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOPESO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobslimTES 6.3435 I
SobsarlTES -27.006 o1
SobsargPA -27.845 .
SobslimPA -29.595 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 19.750
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 9.4681
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B.2.11. Analise individual da variancia para a variaciao do peso da azinheira

ONE-WAY AOV FOR VARIAGAOPESO BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 3 11.8250 3.94166 0.03 0.9943
WITHIN 20 3094.97 154.749
TOTAL 23 3106.80
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF -—————= —————= ——————

EQUAL VARIANCES 4.61 3 0.2027
COCHRAN'S Q 0.5760
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 5.9293
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS -25.1345
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0

SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
AzislimPA -27.529 6 18.882
AzislimTES -25.661 6 10.989
AzisargPA -26.020 6 9.0322
AzisargTES -26.478 6 7.7543
TOTAL -26.422 24 12.440
CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0

B.2.12. Analise individual da variancia para a variaciao da altura do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR VARIAGAOALTURA BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 241.723 80.5742 1.28 0.3091
WITHIN 20 1261.27 63.0635
TOTAL 23 1502.99
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 7.35 3 0.0615
COCHRAN'S Q 0.3974
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 14.009
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 2.91844
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobslimPA 1.4198 6 2.6751
SobslimTES 8.0203 6 10.012
SobsargPA 4.5639 6 6.6935
SobsarlTES 9.6328 6 10.002
TOTAL 5.9092 24 7.9413
CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0

B.2.13. Analise individual da variancia para a variaciao do didmetro do caule do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR VARIAGAODIAMETRO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 3 7.06866 2.35622 2.61 0.0799
WITHIN 20 18.0626 0.90313

TOTAL 23 25.1313

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.24218
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV

SobslimPA 0.0000 6 0.0000
SobslimTES 0.7835 6 1.2435

SobsargPA 0.0000 6 0.0000
SobsarlTES 1.2737 6 1.4375

TOTAL 0.5143 24 0.9503

CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0
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B.3. Infestacao de plantas com remocao da terra das raizes, em estufa

B.3.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintoamas da parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF sS MS F P
PLANTA (A) 1 22.4450 22.4450 15.74 0.0027
SUBSTRATO (B) 1 13.1756 13.1756 9.24 0.0125
INOCULO (C) 2 21.0369 10.5185 7.38 0.0108
REPETICAO (D) 5 10.2161 2.04322 1.43 0.2932
A*B 1 0.16056 0.16056 0.11 0.7441
A*C 2 3.26083 1.63042 1.14 0.3571
A*D 5 1.78333 0.35667 0.25 0.9303
B*C 2 2.07528 1.03764 0.73 0.5069
B*D 5 8.04944 1.60989 1.13 0.4052
C*D 10 8.09806 0.80981 0.57 0.8070
A*B*C 2 1.17361 0.58681 0.41 0.6733
A*B*D 5 10.3878 2.07756 1.46 0.2859
A*C*D 10 15.2608 1.52608 1.07 0.4583
B*C*D 10 12.8897 1.28897 0.90 0.5618
A*B*C*D 10 14.2581 1.42581

TOTAL 71 144.271

B.3.1.1. Comparacido de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio da
planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 2.3472 I
Sobreiro 1.2306 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6271
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2814

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETIGAO, 10 DF

B.3.1.2. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do tipo
de substrato (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY SUBSTRATO

HOMOGENEOUS
SUBSTRATO MEAN GROUPS
Limoso 2.2167 I
Argiloso 1.3611 Lo I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6271
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2814

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.3.1.3. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao do
inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS

PA20 2.3750 I

PE13 1.9208 1

Testemunha 1.0708 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7680
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3447

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF
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B.3.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 19.7401 19.7401 30.98 0.0002
SUBSTRATO (B) 1 5.28125 5.28125 8.29 0.0164
INOCULO (C) 2 25.9275 12.9638 20.35 0.0003
REPETICAO (D) 5 2.57958 0.51592 0.81 0.5684
A*B 1 0.74014 0.74014 1.16 0.3064
A*C 2 2.39361 1.19681 1.88 0.2030
A*D 5 4.80736 0.96147 1.51 0.2707
B*C 2 4.04083 2.02042 3.17 0.0858
B*D 5 3.03292 0.60658 0.95 0.4895
C*D 10 3.40417 0.34042 0.53 0.8312
A*B*C 2 0.39361 0.19681 0.31 0.7410
A*B*D 5 1.38736 0.27747 0.44 0.8142
A*C*D 10 13.6714 1.36714 2.15 0.1222
B*C*D 10 5.27750 0.52775 0.83 0.6142
A*B*C*D 10 6.37139 0.63714

TOTAL 71 99.0488

B.3.2.1. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio da
planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY PLANTA

PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 2.8944 I
Sobreiro 1.8472 o1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4192
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1881

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.3.2.2. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do
tipo de substrato (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY SUBSTRATO

HOMOGENEOUS
SUBSTRATO MEAN GROUPS
Limoso 2.6417 I
Argiloso 2.1000 .o I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4192
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1881

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.3.2.3. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao do
inoculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
PA20 2.9083 I
PEL3 2.6708 I
Testemunha 1.5333 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5134
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2304

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF
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B.3.3. Analise global da variancia para a variacao do peso da planta

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR VARIAGAOPESO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 9186.26 9186.26 41.47 0.0001
SUBSTRATO (B) 1 964.443 964.443 4.35 0.0635
INOCULO (C) 2 13218.6 6609.30 29.84 0.0001
REPETIGAO (D) 5 1401.50 280.299 1.27 0.3503
A*B 1 234.562 234.562 1.06 0.3277
A*C 2 338.895 169.447 0.76 0.4908
A*D 5 3545.82 709.165 3.20 0.0554
B*C 2 823.846 411.923 1.86 0.2058
B*D 5 1469.24 293.849 1.33 0.3282
C*D 10 2841.74 284.174 1.28 0.3506
A*B*C 2 173.594 86.7972 0.39 0.6858
A*B*D 5 1457.73 291.545 1.32 0.3319
A*C*D 10 5466.25 546.625 2.47 0.0852
B*C*D 10 3844.71 384.471 1.74 0.1990
A*B*C*D 10 2215.20 221.520

TOTAL 71 47182.4

B.3.3.1. Comparacao de médias da variacao do peso da planta em funcio da espécie de planta
(teste LSD, P = 0,05)
LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOPESO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS

Sobreiro  8.8233 1

Azinheira -13.768 ..1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.
CRITICAL T VALUE 2228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON  7.8165

STANDARD ERROR FOR COMPARISON  3.5081

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.3.3.2. Comparaciao de médias da variacdo do peso da planta em funcao do indculo (teste
LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOPESO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
Testemunha 16.215 I
PA20 -8.1440 oI
PE13 -15.488 .

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 9.5732
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 4.2965

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTRATO*INOCULO*REPETICAO, 10 DF

B.3.4. Analise individual de varidncia em fun¢do do tratamento para a avaliacio visual de
sintomas na parte aérea do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 5 10.4647 2.09294 1.68 0.1690
WITHIN 30 37.2917 1.24306
TOTAL 35 47.7564
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF —————= ~—————= ——————

EQUAL VARIANCES 7.59 5 0.1805
COCHRAN'S Q 0.3065
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 11.060
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.14165
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0

SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
LimosoPA20 2.1833 6 1.5118
LimosoPE13 1.5667 6 1.1361
LimosoTestum 1.0833 6 0.7333
ArgilosoPA20 1.2500 6 1.0252
ArgilosoPE13 0.7667 6 1.4445
ArgilosoTestem 0.5333 6 0.4546
TOTAL 1.2306 36 1.1149

CASES INCLUDED 36 MISSING CASES 0
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B.3.5. Analise individual de variancia em funcao do tratamento para a avaliacdo visual de

sintomas na parte aérea da azinheira

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF

BETWEEN 5
WITHIN 30
TOTAL 35

30.4181 6.08361
43.6517 1.45506
74.0697

BARTLETT'S TEST OF -—————= ——————

EQUAL VARIANCES 19.35 5
COCHRAN'S Q 0.309
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 112.5

F
s
P
0.0017
3
0

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS

EFFECTIVE CELL SIZE

SAMPLE
TRATAMENTO MEAN SIZE
LimosoPA20 3.9000 6
LimosoPE13 2.8500 6
LimosoTestum 1.7167 6
ArgilosoPA20 2.1667 6
ArgilosoPE1l3 2.5000 6
ArgilosoTestem 0.9500 6
TOTAL 2.3472 36

CASES INCLUDED 36

MISSING CASES 0

GROUP
STD DEV

0.77143
6.0

B.3.5.1. Comparac¢io de médias da severidade de sintomas na parte aérea da azinheira em

funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

TRATAMENTO
LimosoPA20
LimosoPE13

ArgilosoPA20
LimosoTestum
ArgilosoTestem

3
2
ArgilosoPE1l3 2.
2
1
0

HOMOGENEOU

MEAN GROUPS
9000 I

8500 I1I

5000 I1I

1667 oI I
7167 oI I
.9500 ceel I

S

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE
CRITICAL VALUE FO
STANDARD ERROR FO.

2.042
R COMPARISON 1.4223
R COMPARISON 0.6964

REJECTION LEVEL

B.3.6. Analise individual de variancia em funcao do tratamento para a avaliacdo visual de

sintomas na parte radicular do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR R

AIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F
BETWEEN 5 12.8314 2.56628 4.24
WITHIN 30 18.1583 0.60528
TOTAL 35 30.9897
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF

EQUAL VARIANCES 12.39 5 0.0298
COCHRAN'S Q 0.2952
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 39.704
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS
EFFECTIVE CELL SIZE

SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
LimosoPA20 2.8000 6 0.9920
LimosoPE13 1.6500 6 0.8118
LimosoTestum 1.6000 6 1.0354
ArgilosoPA20 2.0000 6 0.5621
ArgilosoPE13 2.1833 6 0.7574
ArgilosoTestem 0.8500 6 0.1643
TOTAL 1.8472 36 0.7780

CASES INCLUDED 36

MISSING CASES 0

0.32683
6.0
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B.3.6.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular do sobreiro em
funcao do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS

TRATAMENTO MEAN GROUPS
LimosoPA20 2.8000 I
ArgilosoPE13 2.1833 I1I
ArgilosoPA20 2.0000 I1I
LimosoPE13 1.6500 II
LimosoTestum 1.6000 oI I
ArgilosoTestem 0.8500 cee I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.042 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.9173
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4492

B.3.7. Analise individual de varidncia em funcdo do tratamento para a avaliacio visual de
sintomas na parte radicular da azinheira

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS Ms F P
BETWEEN 5 25.9456 5.18911 6.96 0.0002
WITHIN 30 22.3733 0.74578
TOTAL 35 48.3189
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF —————= —————== ——————

EQUAL VARIANCES 17.75 5 0.0033
COCHRAN'S Q 0.3132
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 93.444
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.74056
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0

SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
LimosoPA20 3.9500 6 0.1225
LimosoPE13 3.5667 6 0.4590
LimosoTestum 2.2833 6 0.9908
ArgilosoPA20 2.8833 6 1.1839
ArgilosoPE13 3.2833 6 0.9174
ArgilosoTestem 1.4000 6 1.0119
TOTAL 2.8944 36 0.8636
CASES INCLUDED 36 MISSING CASES 0

B.3.7.1. Comparacido de médias da severidade de sintomas na parte radicular da azinheira
em funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LsSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOQUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
LimosoPA20 3.9500 I
LimosoPE13 3.5667 Iz
ArgilosoPE13 3.2833 ITI
ArgilosoPA20 2.8833 II
LimosoTestum 2.2833 ... II
ArgilosoTestem 1.4000  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.042 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.0183
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4986
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B.3.8. Analise individual de variancia para a variacao do peso do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR VARIAGAOPESO BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 5 9381.05 1876.21 3.63 0.0109
WITHIN 30 15487.0 516.233
TOTAL 35 24868.0
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF -—————= —————=— ——————
EQUAL VARIANCES 20.18 5 0.0012
COCHRAN'S Q 0.6130
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 63.650
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 226.663
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
LimosoPA20 3.5124 6 22.580
LimosoPEL3 5.2958 6 11.000
LimosoTestum 34.056 6 43.573
ArgilosoPA20 -2.9525 6 5.4616
ArgilosoPE13 -12.680 6 14.795
ArgilosoTestem 25.708 6 17.866
TOTAL 8.8233 36 22.721
CASES INCLUDED 36 MISSING CASES 0

B.3.8.1. Comparacao de médias da variacio do peso do sobreiro em fun¢io do tratamento
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOPESO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS

TRATAMENTO MEAN GROUPS
LimosoTestum 34.056 I
ArgilosoTestem 25.708 I1I
LimosoPE13 5.2958 Iz
LimosoPA20 3.5124 II
ArgilosoPA20 -2.9525 I
ArgilosoPE13 -12.680 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.042 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 26.790
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 13.118

B.3.9. Analise individual de varidncia para a variaciao do peso da azinheira

ONE-WAY AOV FOR VARIACAOPESO BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 5 6372.89 1274.58 5.66 0.0009
WITHIN 30 6755.20 225.173
TOTAL 35 13128.1
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 12.13 5 0.0331
COCHRAN'S Q 0.4732
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 17.096
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 174.901
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
LimosoPA20 -14.668 6 6.1152
LimosoPE13 -19.791 6 11.357
LimosoTestum -1.2788 6 15.612
ArgilosoPA20 -18.468 6 7.1112
ArgilosoPE13 -34.775 6 15.844
ArgilosoTestem 6.3744 6 25.285
TOTAL -13.768 36 15.006

CASES INCLUDED 36 MISSING CASES 0
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B.3.9.1. Comparacao de médias da variacido do peso da azinheira em funcao do tratamento
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF VARIACAOPESO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOQUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
ArgilosoTestem 6.3744 I
LimosoTestum -1.2788 Iz
LimosoPA20 -14.668 Iz
ArgilosoPA20 -18.468 III
LimosoPE13 -19.791 II
ArgilosoPE13 -34.775 I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.042 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 17.693
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 8.6636
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C. PATOGENICIDADE DE ISOLAMENTOS DE DIFERENTES GRUPOS MORFOLOGICOS EM QUERCUS
SUBER E Q. ROTUNDIFOLIA

C.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 10.9227 10.9227 12.15 0.0023
INOCULO (B) 4 8.89067 2.22267 2.47 0.0774
REP (C) 5 5.00333 1.00067 1.11 0.3847
A*B 4 6.99067 1.74767 1.94 0.1422
A*C 5 9.74333 1.94867 2.17 0.0987
B*C 20 17.4933 0.87467 0.97 0.5238
A*B*C 20 17.9733 0.89867

TOTAL 59 77.0173

C.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em fun¢iao da planta
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro 3.0200 I
Azinheira 2.1667 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5106
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2448

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REPETIGAO, 20 DF

C.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 0.01350 0.01350 0.02 0.8789
INOCULO (B) 4 28.0010 7.00025 12.35 0.0000
REP (C) 5 2.71350 0.54270 0.96 0.4669
A*B 4 0.14567 0.03642 0.06 0.9918
A*C 5 1.24550 0.24910 0.44 0.8158
B*C 20 8.20900 0.41045 0.72 0.7618
A*B*C 20 11.3403 0.56702

TOTAL 59 51.6685

C.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em func¢io do
inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
PAl 3.3000 I
PE12 3.2750 I
PE10 3.2417 I
PE61 3.1667 I
Testemunha 1.5417 o1

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6413
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3074

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REPETIGAO, 20 DF
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C.3. Andlise de varidncia em funcio do tratamento para a avaliacio visual de sintomas na
parte aérea

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 9 26.8040 2.97822 2.97 0.0066
WITHIN 50 50.2133 1.00427
TOTAL 59 77.0173
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF

EQUAL VARIANCES 19.09 9 0.0244
COCHRAN'S Q 0.1823
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 33.285
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.32899
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0

SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobPAl 2.5667 6 1.2437
SobPE10 3.4500 6 0.2345
SobPE12 3.4333 6 0.4676
SobPE61 3.0833 6 0.5811
SOobTES 2.5667 6 1.3530
AziPAl 2.8333 6 1.2111
AziPE10 2.9500 6 0.6285
AziPE12 1.7000 6 1.0392
AziPE61 1.9167 6 1.2007
AziTES 1.4333 6 1.2925
TOTAL 2.5933 60 1.0021
CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 0

C.3.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
SobPE10 3.4500 I
SobPE12 3.4333 I
SobPE61 3.0833 I
AziPE10 2.9500 I1I
AziPAl 2.8333 II1I
SobPAl 2.5667 ITITI
SobTES 2.5667 ITITI
AziPE61 1.9167 ITITI
AziPE12 1.7000 I1I
AziTES 1.4333 ..., I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.1621
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.5786

C4. Analise de variancia em func¢ido do tratamento para a avaliacido visual de sintomas na
parte radicular

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF ss MS F P
BETWEEN 9 28.1602 3.12891 6.65 0.0000
WITHIN 50 23.5083 0.47017
TOTAL 59 51.6685
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF -----= -—---== —————-

EQUAL VARIANCES  12.51 9 0.1861
COCHRAN'S Q 0.3052
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 11.698
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.44312
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
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SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobPAL 3.2333 6 0.3882
SobPE10 3.2667 6 0.7737
SobPE12 3.2000 6 0.6325
SobPE61 3.2167 6 0.8864
SobTES 1.5333 6 0.3502
AziPAl 3.3667 6 0.4502
AziPE10 3.2167 6 0.6145
AziPE12 3.3500 6 0.4970
AziPE61 3.1167 6 0.6178
AziTES 1.5500 6 1.1979
TOTAL 2.9050 60 0.6857

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 0

C.4.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em func¢io do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS

TRATAMENTO MEAN GROUPS
AziPAl 3.3667 I
AziPE12 3.3500 I
SobPE10 3.2667 I
SobPAl 3.2333 I
SobPE61 3.2167 I
AziPE10 3.2167 I
SobPE12 3.2000 I
AziPE61 3.1167 I
AziTES 1.5500 oI
SobTES 1.5333 oI

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7952
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3959
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D. AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO DE ESPECIES DE LUPINUS CRESCENDO
NUMA MISTURA DE AREIA, LIMO E TURFA

D.1. Anélise global da variidncia para a avaliacio visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 0.45375 0.45375 0.53 0.4825
INOCULO (B) 1 5.13375 5.13375 6.02 0.0340
REP (C) 5 11.2538 2.25075 2.64 0.0899
A*B 1 3.15375 3.15375 3.70 0.0834
A*C 5 3.79375 0.75875 0.89 0.5228
A*B*C 10 8.52750 0.85275

TOTAL 23 32.3163

D.1.1. Comparac¢ao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao do inéculo
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
Infestadas 3.5000 I
Testemunha 2.5750 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.8400
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3770

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REP, 10 DF

D.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 0.00667 0.00667 0.01 0.9312
INOCULO (B) 1 9.12667 9.12667 10.72 0.0084
REP (C) 5 7.54000 1.50800 1.77 0.2065
A*B 1 0.96000 0.96000 1.13 0.3133
A*C 5 1.89333 0.37867 0.44 0.8079
A*B*C 10 8.51333 0.85133

TOTAL 23 28.0400

D.2.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funciao do
inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LsSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
Infestadas 3.8167 I
Testemunha 2.5833 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.8393
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3767

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REP, 10 DF
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D.3. Anilise de variancia em funcdo do tratamento para a avaliacdo visual de sintomas na
parte aérea

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SSs MS F P
BETWEEN 3 8.74125 2.91375 2.47 0.0913
WITHIN 20 23.5750 1.17875

TOTAL 23 32.3162

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.28917
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
albusInfes 4.0000 6 0.0000
albusNInfe 2.3500 6 1.3035
angusInfes 3.0000 6 1.1118
angusNInfe 2.8000 6 1.3342

TOTAL 3.0375 24 1.0857

CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0

D.4. Anilise de variancia em funcdo do tratamento para a avaliacdo visual de sintomas na
parte radicular

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 3 10.0933 3.36444 3.75 0.0276
WITHIN 20 17.9467 0.89733

TOTAL 23 28.0400

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.41119
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
albusInfes 4.0000 6 0.0000

albusTest 2.3667 6 1.2738
angusInfes 3.6333 6 0.4320

angusTest 2.8000 6 1.3342

TOTAL 3.2000 24 0.9473

CASES INCLUDED 24 MISSING CASES 0

D.4.1. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
albusInfes 4.0000 I
angusInfes 3.6333 II
angusTest 2.8000 I1I
albusTest 2.3667 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.1408
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.5469
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E. COMPOSICAO DA SOLUCAO NUTRITIVA Y2 DE HOAGLAND
(Hoagland e Arnon 1950)

Macronutrientes Concentraciao Micronutrientes Concentracao
(mM) (LM)
Ca(NOs), 2,5 KCl1 25
KNO; 2,5 BO;H; 12,5
MgSO, 1 Fe-EDDHA 10
KPO4H, 0,5 MnSO4.H,0 1
ZnS0, . 7TH,0 1
CuSO0;. 5H,0 0,5
(NH4)MO;0y4 0,18

O pH da solugdo nutritiva ¥2 de Hoagland utilizada esteve sempre entre 5.0 e 5.7.
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F. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE INOCULO NA SEVERIDADE DE SINTOMAS EM QUERCUS
SUBER E Q. ROTUNDIFOLIA

F.1. Anélise global da varidncia para a avaliacio visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 6.81633 6.81633 9.40 0.0154
CONCENTRAGAO (B) 4 24.3987 6.09967 8.41 0.0058
REPETIGAO (C) 2 3.12867 1.56433 2.16 0.1780
A*B 4 5.83867 1.45967 2.01 0.1854
A*C 2 1.82067 0.91033 1.26 0.3355
B*C 8 4.75133 0.59392 0.82 0.6076
A*B*C 8 5.79933 0.72492

TOTAL 29 52.5537

F.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em fun¢io da planta
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 2.5333 I
Sobreiro 1.5800 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.306 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7169
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3109

ERROR TERM USED: PLANTA*CONCENTRACAO*REPETICAO, 8 DF

F.1.2. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio da
concentracao de inoculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY CONCENTRACAO

HOMOGENEOUS
CONCENTRACAO MEAN GROUPS
32.500 3.1333 I
162.500 3.1333 I
16.250 1.7000 oI
6.500 1.2167 oI
Testemunha 1.1000 .

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.306 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.1336
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4916

ERROR TERM USED: PLANTA*CONCENTRACAO*REPETIGCAO, 8 DF

F.2. Analise global da variidncia para a avaliac¢io visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 0.64533 0.64533 4.27 0.0725
CONCENTRAGAO (B) 4 19.6513 4.91283 32.54 0.0001
REPETICAO (C) 2 0.22067 0.11033 0.73 0.5111
A*B 4 4.27800 1.06950 7.08 0.0097
A*C 2 0.36867 0.18433 1.22 0.3446
B*C 8 1.52267 0.19033 1.26 0.3756
A*B*C 8 1.20800 0.15100

TOTAL 29 27.8947

293



Anexo 'V

F.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao da
concentracio de inoculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY CONCENTRAGAO

HOMOGENEOUS
CONCENTRACAO MEAN GROUPS
32.500 3.0167 I
162.500 2.8333 I
16.250 2.5333 I
6.500 1.9000 LI
Testemunha 0.7833 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.306 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5174
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2244

ERROR TERM USED: PLANTA*CONCENTRACAO*REPETIGCAO, 8 DF

F.3. Analise da varidncia em funcio do tratamento para a avaliacio visual de sintomas na
parte aérea do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS Ms F P
BETWEEN 4 20.6440 5.16100 9.05 0.0023
WITHIN 10 5.70000 0.57000
TOTAL 14 26.3440
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF —————= —————== ——————
EQUAL VARIANCES 10.09 4 0.0389
COCHRAN'S Q 0.7942
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 75.444
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1.53033
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
SobTestmun 0.1000 3 0.1732
Sob  6.500 0.4333 3 0.5132
Sob 16.250 1.7333 3 1.5044
Sob 32.500 2.4333 3 0.5132
Sobl162.500 3.2000 3 0.1732
TOTAL 1.5800 15 0.7550
CASES INCLUDED 15 MISSING CASES 0

F.3.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas parte aérea do sobreiro em funcio
do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Sobl62.500 3.2000 I
Sob 32.500 2.4333 I1I
Sob 16.250 1.7333 I1I
Sob  6.500 0.4333 ... I
SobTestmun 0.1000  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.3735
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.6164
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F.4. Andlise da variancia em funcio do tratamento para a avaliacdo visual de sintomas na
parte radicular do sobreiro

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS
BETWEEN 4 10.0733 2.51833
WITHIN 10 1.60000 0.16000
TOTAL 14 11.6733

BARTLETT'S TEST OF -—————= ——————

EQUAL VARIANCES 3.75 4
COCHRAN'S Q 0.537
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 14.33

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GR
EFFECTIVE CELL SIZE

SAMPLE G
TRATAMENTO MEAN SIZE ST
SobTestmun 0.7333 3
Sob 6.500 1.9000 3
Sob 16.250 2.0333 3
Sob 32.500 2.4000 3
Sob162.500 3.2667 3
TOTAL 2.0667 15
CASES INCLUDED 15 MISSING CASES 0

15.74

OUPS

ROUP
D DEV

0.0003

0.78611
3.0

F.4.1. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular do sobreiro em

funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Sobl62.500 3.2667 I
Sob 32.500 2.4000 o1
Sob 16.250 2.0333 I
Sob  6.500 1.9000 I
SobTestmun 0.7333 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEAN

S ARE

NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0

2.228
L7277
.3266

REJECTION LEVEL

F.5. Analise da variancia em fun¢io do tratamento para a avaliacdo visual de sintomas na
parte aérea da azinheira

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 4 9.59333 2.39833 2.45 0.1145
WITHIN 10 9.80000 0.98000
TOTAL 14 19.3933
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 4.80 4 0.3079
COCHRAN'S Q 0.5898
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 34.680
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.47278
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
AziTestemu 2.1000 3 0.8544
Azi 6.500 2.0000 3 1.7000
Azi 16.250 1.6667 3 0.5774
Azi 32.500 3.8333 3 0.2887
Azi162.500 3.0667 3 0.9292
TOTAL 2.5333 15 0.9899

CASES INCLUDED 15 MISSING CASES 0

295



Anexo 'V

F.6. Analise da varidncia em funcio do tratamento para a avaliacido visual de sintomas na
parte radicular da azinheira

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 4 13.8560 3.46400 20.14 0.0001
WITHIN 10 1.72000 0.17200
TOTAL 14 15.5760
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF

EQUAL VARIANCES 5.27 4 0.2604
COCHRAN'S Q 0.5000
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 32.250
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1.09733
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0

SAMPLE GROUP

TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
AziTestemu 0.8333 3 0.4163
Azi  6.500 1.9000 3 0.1732
Azi 16.250 3.0333 3 0.4619
Azi 32.500 3.6333 3 0.1155
Azi162.500 2.4000 3 0.6557
TOTAL 2.3600 15 0.4147
CASES INCLUDED 15 MISSING CASES 0

F.6.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular da azinheira em
funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Azi 32.500 3.6333
Azi 16.250 3.0333
Azil62.500 2.4000
Azi  6.500 1.9000
AziTestemu 0.8333  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7545
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3386
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ANEXO VI - EFEITO DE FACTORES AMBIENTAIS NA INFECCAO DO SISTEMA RADICULAR DE

QUERCUS SUBER E ). ROTUNDIFOLIA POR PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

A. INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA SEVERIDADE DE SINTOMAS EM AZINHEIRAS

A.1. Analise

ANALYSIS OF VARI

global da varidncia para a avaliacio visual de sintomas na parte aérea

ANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF Ss MS F P
INOCULO (A) 1 1.98017 1.98017 2.05 0.1679
TEMPERATURA (B) 4 25.0043 6.25108 6.46 0.0017
REPETIGAO (C) 5 6.82750 1.36550 1.41 0.2626
A*B 4 3.38233 0.84558 0.87 0.4966
A*C 5 13.0128 2.60257 2.69 0.0512
B*C 20 42.0017 2.10008 2.17 0.0453
A*B*C 20 19.3397 0.96698

TOTAL 59 111.549

A.l1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio da
temperatura (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARIS

ON OF MEANS OF AEREO BY TEMPERATURA

HOMOGENEOUS
TEMPERATURA MEAN GROUPS
10 2.9917 I
20 2.8083 I1I
25 2.1250 .11
30 1.8167 ce.o II
15 1.2333 ..., I

THERE ARE 4 GROU
NOT SIGNIFICANTL

CRITICAL T VALUE
CRITICAL VALUE F
STANDARD ERROR F

ERROR TERM USED:

A.2. Analise

ANALYSIS OF VARI
SOURCE

INOCULO (A)
TEMPERATURA (B)
REPETIGCAO (C)
A*B

PS IN WHICH THE MEANS ARE
Y DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

2.086 REJECTION LEVEL 0.050
OR COMPARISON 0.8374
OR COMPARISON 0.4015

ZOOSP*TEMP*REP, 20 DF

global da variincia para a avaliacio visual de sintomas na parte radicular

ANCE TABLE FOR RAIZ

DF Ss MS F P
1 25.2202 25.2202 69.74 0.0000
4 3.63900 0.90975 2.52 0.0738
5 2.65883 0.53177 1.47 0.2434
4 1.25567 0.31392 0.87 0.5001
5 1.40683 0.28137 0.78 0.5770
20 4.21700 0.21085 0.58 0.8818
20 7.23233 0.36162

A.2.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao do
inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARIS

INOCULO M
Infestadas 2.
Testemunha 1

ALL 2 MEANS ARE
CRITICAL T VALUE
CRITICAL VALUE F
STANDARD ERROR F

ERROR TERM USED:

ON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

HOMOGENEOUS
EAN GROUPS
8000 I
.5033 oI

SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

2.086 REJECTION LEVEL 0.050
OR COMPARISON 0.3239
OR COMPARISON 0.1553

ZOOSP*TEMP*REP, 20 DF
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A.3. Analise da varidncia em funcao do tratamento para a avaliacdo visual de sintomas na
parte aérea da azinheira

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 9 30.3668 3.37409 2.08 0.0495
WITHIN 50 81.1817 1.62363
TOTAL 59 111.549
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF —————= —————== ——————
EQUAL VARIANCES 2.15 9 0.9888
COCHRAN'S Q 0.1766
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 3.0802
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.29174
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
AziTest10 3.0667 6 0.9647
AziTestl5 1.1167 6 1.1907
AziTest20 2.7500 6 1.3590
AziTest25 1.5000 6 1.3023
AziTest30 1.6333 6 1.6931
AziInfl0 2.9167 6 1.2640
AziInfl5 1.3500 6 1.2834
AziInf20 2.8667 6 1.3721
AziInf25 2.7500 6 1.0252
AziInf30 2.0000 6 1.1402
TOTAL 2.1950 60 1.2742
CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 0

A.3.1. Comparacdo de médias da severidade de sintomas na parte aérea da azinheira em
funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
AziTest10 3.0667 I
AziInfl0 2.9167 Iz
AziInf20 2.8667 I1I
AziTest20 2.7500 IT1I
AziInf25 2.7500 III
AziInf30 2.0000 IIITI
AziTest30 1.6333 ITITI
AziTest25 1.5000 IT1TI
AziInfl5 1.3500 N
AziTestlS 1.1167  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.4776
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.7357
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A.4. Andlise da varidncia em funcio do tratamento para a avaliacao visual de sintomas na

parte radicular da azinheira

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF ss MS F P
BETWEEN 9 30.1148 3.34609 10.78 0.0000
WITHIN 50 15.5150 0.31030
TOTAL 59 45.6298
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF —----= =————== ——————
EQUAL VARIANCES  17.82 9 0.0374
COCHRAN'S Q 0.2498
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 16.971
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.50597
EFFECTIVE CELL SIZE 6.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
AziTest10 1.1833 6 0.2137
AziTestl5 1.5333 [3 0.3502
AziTest20 1.5333 [3 0.5538
AziTest25 1.7500 [3 0.8803
AziTest30 1.5167 6 0.4401
AziInfl0 2.3000 6 0.7183
AziInfl5 2.4500 6 0.8666
AziInf20 3.2000 6 0.4472
AziInf25 2.9333 6 0.3327
AziInf30 3.1167 6 0.2858
TOTAL 2.1517 60 0.5570

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 0

A.4.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular da azinheira em

funcao do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
AziInf20 3.2000 I
AziInf30 3.1167 I
AziInf25 2.9333 I1I
AziInfl5 2.4500 oI
AziInfl0 2.3000
AziTest25 1.7500 I
AziTestl5 1.5333 I
AziTest20 1.5333 I
AziTest30 1.5167 . .
AziTestl0 1.1833 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6460
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3216
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B. INFLUENCIA DO TEOR DE AGUA NO SOLO NA SEVERIDADE DE SINTOMAS EM QUERCUS SUBER
E Q. ROTUNDIFOLIA

B.1. Regime hidrico — Saturacio constante

B.1.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 1.69000 1.69000 1.28 0.2842
INOCULO (B) 2 38.0772 19.0386 14.43 0.0011
REP (C) 5 4.97889 0.99578 0.75 0.6017
A*B 2 4.36167 2.18083 1.65 0.2398
A*C 5 5.93333 1.18667 0.90 0.5175
B*C 10 11.6061 1.16061 0.88 0.5784
A*B*C 10 13.1950 1.31950

TOTAL 35 79.8422

B.1.1.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcdo do
inoculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
PAl2 3.1417 I
PES55 2.2667 I
Testigo 0.6583 .

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.0449
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4690

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REP, 10 DF

B.1.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 1.24694 1.24694 3.34 0.0975
INOCULO (B) 2 47.8606 23.9303 64.11 0.0000
REP (C) 5 2.09806 0.41961 1.12 0.4074
A*B 2 2.76056 1.38028 3.70 0.0628
A*C 5 2.88472 0.57694 1.55 0.2606
B*C 10 2.43944 0.24394 0.65 0.7433
A*B*C 10 3.73278 0.37328

TOTAL 35 63.0231

B.1.2.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao do
inéculo (teste LSD, P = 0,05)

LsSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
PAL2 3.2583 I
PES55 2.2333 I
Testigo 0.4667 ol I

ALL 3 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5558
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2494

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REP, 10 DF
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B.2. Regime hidrico — Rega normal

B.2.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 2.83361 2.83361 4.27 0.0657
INOCULO (B) 2 4.16889 2.08444 3.14 0.0873
REP (C) 5 7.74139 1.54828 2.33 0.1190
A*B 2 2.82889 1.41444 2.13 0.1694
A*C 5 7.52806 1.50561 2.27 0.1265
B*C 10 4.00111 0.40011 0.60 0.7811
A*B*C 10 6.63444 0.66344

TOTAL 35 35.7364

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY INOCULO

SOURCE DF ss MS F P
BETWEEN 2 4.16889 2.08444 2.18 0.1292
WITHIN 33 31.5675 0.95659
TOTAL 35 35.7364
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 7.09 2 0.0289
COCHRAN'S Q 0.4755
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 5.1593
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.09399
EFFECTIVE CELL SIZE 12.0
SAMPLE GROUP
INOCULO MEAN SIZE STD DEV

PE55 1.4583 12 1.1681
PAl2 1.5583 12 1.1139
Testigo 0.7917 12 0.5143
TOTAL 1.2694 36 0.9781

CASES INCLUDED 36 MISSING CASES 0

B.2.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 4.41000 4.41000 10.88 0.0080
INOCULO (B) 2 33.0706 16.5353 40.81 0.0000
REP (C) 5 3.45556 0.69111 1.71 0.2208
A*B 2 2.78167 1.39083 3.43 0.0733
A*C 5 1.70667 0.34133 0.84 0.5494
B*C 10 2.64944 0.26494 0.65 0.7430
A*B*C 10 4.05167 0.40517

TOTAL 35 52.1256

B.2.2.1. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio da
espécie de planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Encina 2.9889 I
Alcornoque 2.2889 .o I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4728
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2122

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REP, 10 DF
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B.2.2.2. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcao do
inoculo (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY INOCULO

HOMOGENEOUS
INOCULO MEAN GROUPS
PAL12 3.4417 I
PES5 3.1833 I
Testigo 1.2917 .

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.228 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5790
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2599

ERROR TERM USED: PLANTA*INOCULO*REP, 10 DF
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ANEXO VII - EFEITO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS NO CRESCIMENTO MICELIAL DOS
ISOLAMENTOS DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI PAy E PE;; EM MEIO DE
CULTURA CMA

1. Analise global da variancia para o didmetro da colénia de PA,, e PE;;

SOURCE DF ss
ISOLAMENTO (A) 1 1118.02
SUBSTANCIA (B) 4 29054.7
REPETIGCAO (C) 5 28.3333
A*B 4 764.275
A*C 5 15.7333
B*C 20 33.4583
A*B*C 20 56.4750
TOTAL 59 31071.0

1118.02
7263.67
5.66667
191.069
3.14667
1.67292
2.82375

P
93 0.0000
35 0.0000
01 0.1214
66 0.0000
11 0.3843
59 0.8749

1.1. Comparacio de médias do didmetro da colénia de PA,, e PE;; em funcio do isolamento
(teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PAy, 29.000 1
PEis 20.367 1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.9051
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4339

ERROR TERM USED: ISOLAMENTO*SUBSTANCIA*REPETICAO, 20 DF

1.2. Comparaciao de médias do diametro da colénia de PA,, e PE;; em funcio das substiancias
quimicas (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOQUS
SUBSTANCIAS MEAN GROUPS
Testemunha 66.542 I
Metalaxil-5G 20.667 oI
Metalaxil-25WP 19.042 P |
Fosetil-Al 15.750 ..., I
Fosfito-K 1.4167 ..., I

ALL 5 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.4310
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.6860

ERROR TERM USED: ISOLAMENTO*SUBSTANCIA*REPETICAO, 20 DF

2. Analise da variancia para o diametro da colonia de PA,,

SOURCE DF SS MS F P
SUBSTANCIA (A) 4 17562.3 4390.58 2143.49 0.0000
REPETIGAO (B) 5 10.7000 2.14000 1.04 0.4192
A*B 20 40.9667 2.04833

TOTAL 29 17614.0

2.1. Comparaciao de médias do diametro da colonia de PA,, em funcdo das substincias
quimicas (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOQUS
SUBSTANCIAS MEAN GROUPS
Testemunha 73.583 I
Metalaxil-5G 28.750
Metalaxil-25WP 25.500
Fosetil-Al 15.417
Fosfito-K 1.7500 I

ALL 5 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.7236
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.8263

ERROR TERM USED: SUBSTANCIA*REPETIGAO, 20 DF
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3. Analise da variancia para o diametro da colonia de PE ;3

SOURCE DF Ss MS F P
SUBSTANCIA (A) 4 12256.6 3064.16 1251.53 0.0000
REPETIGAO (B) 5 33.3667 6.67333 2.73 0.0491
A*B 20 48.9667 2.44833

TOTAL 29 12339.0

3.1. Comparacao de médias do diametro da coléonia de PE;; em funcio das substincias
quimicas (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOQUS
SUBSTANCIAS MEAN GROUPS
Testemunha 59.500 I
Fosetil-Al 16.083 oI
Metalaxil-25WP 12.583 I
Metalaxil-5G 12.583 ce.. I
Fosfito-K 1.0833 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.086 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.8844
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.9034

ERROR TERM USED: SUBSTANCIA*REPETIGAO, 20 DF

4. Andlise global da variancia para a Inibicio Relativa do Crescimento (IRC) de PA,, e PE;;

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR IRC

SOURCE DF Ss MS F P
ISOLAMENTO (A) 1 501.153 501.153 83.17 0.0000
SUBSTANCIA (B) 3 5746.06 1915.35 317.87 0.0000
REPETIGAO (C) 5 38.4950 7.69899 1.28 0.3241
A*B 3 1084.50 361.501 59.99 0.0000
A*C 5 28.1421 5.62841 0.93 0.4867
B*C 15 61.5231 4.10154 0.68 0.7674
A*B*C 15 90.3829 6.02553

TOTAL 47 7550.26

4.1. Comparacio de médias da Inibicio Relativa do Crescimento (IRC) em funcao do
isolamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF IRC BY ISOLAMENTO

HOMOGENEOUS
ISOLAMENTO MEAN GROUPS
PE13 82.593 I
PA20 76.131 I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.131 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 1.5104
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.7086

ERROR TERM USED: ISOLAMENTO*SUBSTANCIA*REPETICAO, 15 DF

4.2. Comparacao de médias da Inibicdo Relativa do Crescimento (IRC) em funcao das
substancias quimicas (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF IRC BY SUBSTANCIA

HOMOGENEOUS
SUBSTANCIA MEAN GROUPS
Fosfito-K 97.939 I
Fosetil-Al 76.468 o1
Metalxil-25WP 72.606 . I
Metalaxil-5G 70.434 ..., I

ALL 4 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.131 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 2.1360
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.0021

ERROR TERM USED: ISOLAMENTO*SUBSTANCIA*REPETICAO, 15 DF
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5. Analise da variiancia da Inibicio Relativa do Crescimento (IRC) de PA,,

ANALYSIS OF VARIANC!

E TABLE FOR IRC

SOURCE DF Ss MS F P

SUBSTANCIA (A) 3 4744.88 1581.63 500.31 0.0000
REPETICAO (B) 5 7.91251 1.58250 0.50 0.7712
A*B 15 47.4192 3.16128

TOTAL 23 4800.22

5.1. Comparaciao de médias da Inibicio Relativa do Crescimento (IRC) de PA,, em funciao

das substancias quimicas (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON

OF MEANS OF IRC BY SUBSTANCIA

HOMOGENEOUS
SUBSTANCIA MEAN GROUPS
Fosfito-K 97.660 I
Fosetil-Al 79.389 I
Metalxil-25WP 65.909 el I
Metalaxil-5G 61.564  ...... I

ALL 4 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE
CRITICAL VALUE FOR
STANDARD ERROR FOR

ERROR TERM USED: SU

6. Analise da variancia da Inibiciao Relativa do Crescimento (IRC) de PE;;

ANALYSIS OF VARIANC!

2.131 REJECTION LEVEL
COMPARISON 2.1880
COMPARISON 1.0265

BSTANCIA*REPETICAO, 15 DF

E TABLE FOR IRC

SOURCE DF SS MS F
SUBSTANCIA (A) 3 2085.68 695.226 99.81
REPETICAO (B) 5 58.7245 11.7449 1.69
A*B 15 104.487 6.96579

TOTAL 23 2248.89

0.0000
0.1986

6.1. Comparaciao de médias da Inibicio Relativa do Crescimento (IRC) de PE;; em funcao

das substancias quimicas (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON

OF MEANS OF IRC BY SUBSTANCIA

HOMOGENEOUS
SUBSTANCIA MEAN GROUPS
Fosfito-K 98.218 I
Metalxil-25WP 79.304 I
Metalaxil-5G 79.304 I
Fosetil-Al 73.547 I

THERE ARE 3 GROUPS
NOT SIGNIFICANTLY D

CRITICAL T VALUE
CRITICAL VALUE FOR
STANDARD ERROR FOR

ERROR TERM USED: SU

IN WHICH THE MEANS ARE
IFFERENT FROM ONE ANOTHER.

2.131 REJECTION LEVEL
COMPARISON 3.2479
COMPARISON 1.5238

BSTANCIA*REPETICAO, 15 DF
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ANEXO VIII - CONTROLO QUIMICO DO DECLINIO

A. CONTROLO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM LUPINUS ALBUS

A.1. Analise global da varidncia para a avaliacdo visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
TRATAMENTO (2) 9 147.927 16.4363 15.47 0.0000
REP (B) 8 5.31956 0.66494 0.63 0.7533
A*B 72 76.4849 1.06229

TOTAL 89 229.732

A.1.1. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcdo do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Infestadas 3.5556 I
FosfitoK-0, 3ml 2.9667 I1I
FosetAl-0,25g 2.5778 I
FosfitoK-0,03ml 1.1333 P |
Metaxil25-0, 1g 0.8333 ... II
FosetAl-0,025g 0.5778 el II
Testemunha 0.0889  ...... I
Metaxil5-0,01g 0.0556  ...... I
Metaxi25-0,01g 0.0333 ...... I
Metaxil5-0,1g 0.0000  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.993 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.9686
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4859

ERROR TERM USED: TRATAMENTO*REP, 72 DF

A.2. Analise global da variincia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
TRATAMENTO (A) 9 200.616 22.2906 42.67 0.0000
REP (B) 8 3.52400 0.44050 0.84 0.5679
A*B 72 37.6093 0.52235

TOTAL 89 241.749

A.2.1. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOQUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Infestadas 8333 I
FosfitoK-0, 3ml 6667 I

FosetAl-0,25g
FosetAl-0,025g
Metaxil25-0,1g
FosfitoK-0, 03ml
Metaxil5-0, 1g
Metaxil5-0,01g
Testemunha
Metaxi25-0,01g

coococoocoNWW
o
)
)
©

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.993 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.6792
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3407

ERROR TERM USED: TRATAMENTO*REP, 72 DF
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B. CONTROLO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM SOBREIROS E AZINHEIRAS, INFESTADOS
COM 13.000 zoésporos/ml, DESENVOLVENDO-SE EM VERMICULITE

B.1. Anadlise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 0.50417 0.50417 1.12 0.3045
TRATAMENTO (B) 9 6.38683 0.70965 1.57 0.1976
REP (C) 2 0.07433 0.03717 0.08 0.9213
A*B 9 3.35750 0.37306 0.83 0.6006
A*C 2 3.00033 1.50017 3.32 0.0591
B*C 18 17.8357 0.99087 2.20 0.0521
A*B*C 18 8.12300 0.45128

TOTAL 59 39.2818

B.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 1.73400 1.73400 4.64 0.0450
TRATAMENTO (B) 9 21.5540 2.39489 6.41 0.0004
REP (C) 2 0.03633 0.01817 0.05 0.9527
A*B 9 0.88267 0.09807 0.26 0.9772
A*C 2 0.81900 0.40950 1.10 0.3554
B*C 18 12.1670 0.67594 1.81 0.1090
A*B*C 18 6.72433 0.37357

TOTAL 59 43.9173

B.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funciao da
planta (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 1.7633 I
Sobreiro 1.4233 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.101 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.3316
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1578

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*REP, 18 DF

B.2.2. Comparacio de médias da severidade de sintomas na parte radicular em func¢io do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOQUS

TRATAMENTO MEAN GROUPS
FosfitK-0,03g 2.5000 I
Metaxil25-0,1g 2.2000 I1I
FosetAl-0, 025g 2.1667 I1I
Infestadas 2.0000 II1I
FosetAl-0,25g 1.6667 . I TI
FosfitK-0, 3g 1.4667 III
Metaxil25-0,01g 1.3167 ... II
Metaxil5-0,01g 1.1167 ...... I1
Metaxil5-0, 1g 1.0333 ...... I1I
Testemunha 0.4667  ........ I

THERE ARE 5 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.101 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7414
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3529

ERROR TERM USED: PLANTA*PRODUTO*REP, 18 DF
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C. CONTROLO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM SOBREIROS E AZINHEIRAS, INFESTADOS
COM 32.500 zoésporos/ml, DESENVOLVENDO-SE EM VERMICULITE

C.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 26.1037 26.1037 38.82 0.0000
TRATAMENTO (B) 10 5.92394 0.59239 0.88 0.5566
REP (C) 5 11.1649 2.23298 3.32 0.0115
A*B 10 10.2521 1.02521 1.52 0.1585
A*C 5 5.11038 1.02208 1.52 0.2004
B*C 50 25.0142 0.50028 0.74 0.8504
A*B*C 50 33.6188 0.67238

TOTAL 131 117.188

C.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funciao da planta
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 1.4576 I
Sobreiro 0.5682 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.2867
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1427

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMIEN*REP, 50 DF

C.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
PLANTA (A) 1 0.05523 0.05523 0.12 0.7258
TRATAMENTO (B) 10 15.8652 1.58652 3.55 0.0004
REP (C) 5 4.48674 0.89735 2.01 0.0833
A*B 10 12.2906 1.22906 2.75 0.0047
A*B*C 105 46.9049 0.44671

TOTAL 131 79.6027

C.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Metaxil5-1g 2.5167 I
FosetAl-1g 2.5167 I
FosetAl-0, 5g 2.4250 I1
Infestadas 2.4167 Iz
Metaxil25-1g 2.1833 IITI
Metaxil25-0,1g 2.1333 I 11
FosfitK-1ml 2.0667 IITI
Metaxil5-0,01lg 2.0167 .. I
FosfitK-0, 5ml 1.8917 oI
Metaxil5-0,1g 1.7667 ... I
Testemunha 1.3250 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4968
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2474

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*REP, 50 DF
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D. CONTROLO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM SOBREIROS E AZINHEIRAS SUBMETIDOS A
ENCHARCAMENTO CONTINUO

D.1. Anélise global da variidncia para a avaliacio visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (R) 1 51.0050 51.0050 46.71 0.0000
SUBSTANCIA (B) 5 45.5261 9.10522 8.34 0.0001
REP (C) 5 4.53111 0.90622 0.83 0.5406
A*B 5 19.3283 3.86567 3.54 0.0148
A*C 5 2.95667 0.59133 0.54 0.7430
B*C 25 41.2056 1.64822 1.51 0.1549
A*B*C 25 27.3000 1.09200

TOTAL 71 191.853

D.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em fun¢iao da planta
(teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 2.6611 I
Sobreiro 0.9778 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.060 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5073
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2463

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTANCIA*REPETICAO, 25 DF

D.1.2. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio da
substancia quimica (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY SUBSTANCIA

HOMOGENEOUS

SUBSTANCIA MEAN GROUPS
Metaxil25 3.0250 I

FosfitoK 2.3583 Iz
Infestadas 1.8083 I
FosetilAl 1.7167 I
Metaxil5 1.6000 oI
Testemunhas 0.4083 cees I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.060 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.8786
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.4266

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTANCIA*REPETICAO, 25 DF

D.2. Anélise global da variincia para a avaliacio visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF sS MS F P
PLANTA (A) 1 0.50000 0.50000 1.15 0.2935
SUBSTANCIA (B) 5 18.5911 3.71822 8.56 0.0001
REP (C) 5 1.81278 0.36256 0.83 0.5373
A*B 5 1.72833 0.34567 0.80 0.5628
A*C 5 0.48667 0.09733 0.22 0.9486
B*C 25 17.7722 0.71089 1.64 0.1123
A*B*C 25 10.8550 0.43420

TOTAL 71 51.7461
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D.2.2. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao da

substincia quimica (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY SUBSTANCIA

HOMOGENEOUS
SUBSTANCIA MEAN GROUPS
Metaxil25 3.0417 I
Infestadas 2.5833 II
FosfitoK 2.3833 Iz
Metaxil$5 1.8833 I1I
FosetilAl 1.8583 I1I
Testemunhas 1.5333 I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.060 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5540
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2690

ERROR TERM USED: PLANTA*SUBSTANCIA*REPETICAO, 25 DF
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E. CONTROLO DE PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM DE SOBREIROS E AZINHEIRAS SUBMETIDAS
A ENCHARCAMENTO 2 DIAS SUCESSIVOS POR SEMANA

E.1. Anadlise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

SOURCE DF sS MS F P
PLANTA (A) 1 1.22189 1.22189 3.21 0.0792
TRATAMENTO (B) 10 11.3550 1.13550 2.98 0.0050
REPETICAO (C) 5 2.89129 0.57826 1.52 0.2005
A*B 10 2.57894 0.25789 0.68 0.7395
A*C 5 2.76220 0.55244 1.45 0.2223
B*C 50 29.2495 0.58499 1.54 0.0658
A*B*C 50 19.0220 0.38044

TOTAL 131 69.0808

E.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOUS

TRATAMENTO MEAN GROUPS
FosetilAl-medio 1.6500 I
Metalaxil5-baixo 1.3167 Iz
FosetilAl-baixo 0.9750 Iz
FosfitoK-baixo 0.9417 Iz
Metalaxil5-medio 0.9333 L II
FosetilAl-alto 0.9083 L II
Infestadas 0.8417 L II
FosfitoK-alto 0.8333 L II
Metalaxil5-alto 0.7667 o1
FosfitoK-medio 0.6667 I
Testemunhas 0.5250 LI

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.5058
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2518

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*REPETICAO, 50 DF

E.2. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 1.05485 1.05485 7.83 0.0073
TRATAMENTO (B) 10 33.6197 3.36197 24.94 0.0000
REPETICAO (C) 5 0.94333 0.18867 1.40 0.2406
A*B 10 2.51182 0.25118 1.86 0.0733
A*C 5 0.39333 0.07867 0.58 0.7124
B*C 50 9.38667 0.18773 1.39 0.1225
A*B*C 50 6.74000 0.13480

TOTAL 131 54.6497

E.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio da
planta (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 2.8742
Sobreiro 2.6955

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.1284
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0639

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*REPETICAO, 50 DF
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E.2.2. Comparacdo de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao do

tratamento (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOQOUS

TRATAMENTO MEAN GROUPS
Infestadas 3.1667 I
FosetilAl-baixo 3.1667 I
FosetilAl-medio 3.1000 I
FosetilAl-alto 3.0083 I
FosfitoK-baixo 3.0083 I
FosfitoK-medio 2.9750 I
FosfitoK-alto 2.9167 I
Metalaxil-baixo 2.9083 I
Metalaxil-medio 2.5333 oI
Metalaxil-alto 2.5167 oI
Testemunhas 1.3333 cees I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.009 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.3011
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1499

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*REPETICAO, 50 DF
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F. EFEITO DA APLICACAO DE SAIS POTASSICOS DE FOSFITOS E DE FOSFATOS NO CONTROLO DE
PHYTOPHTHORA CINNAMOMI

F.1. Plantas com 6 meses

F.1.1. Analise global da varidncia para a avaliacio visual de sintomas na parte aérea

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 0.01125 0.01125 0.05 0.8311
TRATAMENTO (B) 4 13.5713 3.39283 13.87 0.0000
BLOCO (C) 4 2.68480 0.67120 2.74 0.0390
REPETICAO (D) 3 1.36415 0.45472 1.86 0.1491
A*B 4 1.47750 0.36938 1.51 0.2140
A*C 4 0.96300 0.24075 0.98 0.4250
A*D 3 1.96975 0.65658 2.68 0.0570
B*C 16 7.04120 0.44008 1.80 0.0595
B*D 12 5.94510 0.49543 2.03 0.0422
C*D 12 4.43360 0.36947 1.51 0.1532
A*B*C 16 6.39200 0.39950 1.63 0.0959
A*B*D 12 6.72050 0.56004 2.29 0.0213
A*C*D 12 3.13300 0.26108 1.07 0.4072
B*C*D 48 20.9784 0.43705 1.79 0.0234
A*B*C*D 48 11.7380 0.24454

TOTAL 199 88.4236

F.1.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Fosfato20 1.0725 I
Infestadas 0.8350 oI
FosfatolO 0.7325 oI
Fosfito-K 0.4425 I
Testemunha 0.3600 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.011 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.2223
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1106

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*BLOCO*REPETIGAO, 48 DF

F.1.2. Analise global da variancia para a avaliac¢io visual de sintomas na parte radicular

SOURCE DF SS MS F P
PLANTA (A) 1 42.9665 42.9665 131.14 0.0000
TRATAMENTO (B) 4 84.6547 21.1637 64.60 0.0000
BLOCO (C) 4 1.24470 0.31117 0.95 0.4436
REPETIGAO (D) 3 0.23255 0.07752 0.24 0.8704
A*B 4 2.86130 0.71533 2.18 0.0850
A*C 4 1.56830 0.39208 1.20 0.3244
A*D 3 0.67815 0.22605 0.69 0.5626
B*C 16 11.9578 0.74736 2.28 0.0142
B*D 12 6.42570 0.53547 1.63 0.1136
C*D 12 4.62370 0.38531 1.18 0.3267
A*B*C 16 6.57520 0.41095 1.25 0.2648
A*B*D 12 2.89910 0.24159 0.74 0.7083
A*C*D 12 5.34010 0.44501 1.36 0.2189
B*C*D 48 19.4718 0.40566 1.24 0.2310
A*B*C*D 48 15.7264 0.32763

TOTAL 199 207.226
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F.1.2.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio da

planta (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 2.1840 I
Sobreiro 1.2570 oI

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.011 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.1628
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.0809

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*BLOCO*REPETIGAO, 48 DF

F.1.2.2. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcio do

tratamento (teste LSD, P = 0,05)

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Infestadas 2.8425 I
FosfatolO 1.8175 I
Fosfato20 1.6550 Iz
Fosfito-K 1.4425 I
Testemunha 0.8450  ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.011 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.2573
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1280

ERROR TERM USED: PLANTA*TRATAMENTO*BLOCO*REPETICAO, 48 DF
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F.2. Plantas com 12 meses

F.2.1. Anilise individual da variancia e comparacao de médias para a avaliacio visual de
sintomas na parte aérea em funcio da espécie de planta (teste LSD, P = 0,05)

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY PLANTA

SOURCE DF ss MS F P
BETWEEN 1 3.21437 3.21437 4.69 0.0316
WITHIN 188 128.854 0.68540
TOTAL 189 132.069
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 6.26 1 0.0124
COCHRAN'S Q 0.6271
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 1.6819
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.02662
EFFECTIVE CELL SIZE 95.0
SAMPLE GROUP
PLANTA MEAN SIZE STD DEV
Sobreiro 1.3872 94 0.9284
Azinheira 1.1271 96 0.7159
TOTAL 1.2558 190 0.8279
CASES INCLUDED 190 MISSING CASES 10

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Sobreiro 1.3872 I
Azinheira 1.1271 o1

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.
CRITICAL T VALUE 1.973 REJECTION LEVEL 0.050

STANDARD ERRORS AND CRITICAL VALUES OF DIFFERENCES
VARY BETWEEN COMPARISONS BECAUSE OF UNEQUAL SAMPLE SIZES.

F.2.2. Analise individual da varidncia para a severidade de sintomas na parte aérea em
funcio do tratamento

ONE-WAY AOV FOR AEREO BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS Ms F P
BETWEEN 9 6.75335 0.75037 1.08 0.3813
WITHIN 180 125.315 0.69620
TOTAL 189 132.069
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 13.86 9 0.1274
COCHRAN'S Q 0.1763
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 4.9836
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.00285
EFFECTIVE CELL SIZE 19.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
Infestadas+fosfito-K 1.1579 19 0.7691
Testemunha+fosfito-K 1.1450 20 0.6134
FosfatolO+fosfito-K 0.8267 15 0.4935
Fosfato20+fosfito-K 1.2750 20 0.9043
Fosfito-K+fosfito-K 1.5842 19 1.1016
Infestadas 1.3263 19 0.9445
Testemunha 1.4200 20 0.7317
Fosfatol0 1.0842 19 0.8764
Fosfato20 1.2600 20 0.7857
Fostifo-K 1.3842 19 0.9112
TOTAL 1.2558 190 0.8344
CASES INCLUDED 190 MISSING CASES 10
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F.2.3. Andlise individual da variancia e comparacdo de médias para a avaliacao visual de
sintomas na parte radicular em funcio da espécie de planta (teste LSD, P = 0,05)

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY PLANTA

SOURCE DF Ss MS F P
BETWEEN 1 7.47170 7.47170 13.61 0.0003
WITHIN 188 103.230 0.54910
TOTAL 189 110.702
CHI-SQ DF P

BARTLETT'S TEST OF

EQUAL VARIANCES 0.61 1 0.4337
COCHRAN'S Q 0.5404
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 1.1759
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.07288
EFFECTIVE CELL SIZE 95.0

PLANTA MEAN
Sobreiro 2.0117
Azinheira 2.4083
TOTAL 2.2121

CASES INCLUDED 190

SAMPLE
SIZE S

GROUP
TD DEV

94
96
190

MISSING CASES

0.7101
0.7701
0.7410

10

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY PLANTA

HOMOGENEOUS
PLANTA MEAN GROUPS
Azinheira 2.4083 I
Sobreiro 2.0117 I

ALL 2 MEANS ARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.973

VARY BETWEEN COMPARISONS BECAUSE OF UNEQUAL SAMPLE SIZES.

REJECTION LEVEL 0.050
STANDARD ERRORS AND CRITICAL VALUES OF DIFFERENCES

F.2.4. Analise individual da variancia e comparaciao de médias para a severidade de sintomas

na parte radicular em funcio do tratamento (teste LSD, P = 0,05)

ONE-WAY AOV FOR RAIZ BY TRATAMENTO

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 9 36.6598 4.07331 9.90 0.0000
WITHIN 180 74.0424 0.41135
TOTAL 189 110.702
CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF
EQUAL VARIANCES 14.49 9 0.1059
COCHRAN'S Q 0.1403
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 3.4869
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.19285
EFFECTIVE CELL SIZE 19.0
SAMPLE GROUP
TRATAMENTO MEAN SIZE STD DEV
Infestadas+fosfito-K 2.4421 19 0.7206
Testemunha+fosfito-K 1.4750 20 0.4064
FosfatolO+fosfito-K 2.1133 15 0.5604
Fosfato20+fosfito-K 2.6700 20 0.7306
Fosfito-K+fosfito-K 2.3895 19 0.7279
Infestadas 2.7632 19 0.5842
Testemunha 1.4850 20 0.4368
FosfatolO 2.2895 19 0.6376
Fosfato20 2.5450 20 0.7265
Fosfito-K 1.9632 19 0.7588
TOTAL 2.2121 190 0.6414

CASES INCLUDED 190 MISSING CASES 10
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LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
Infestadas 2.7632 I
Fosfato20+fosfito-K 2.6700 II
Fosfato20 2.5450 ITT1I
Infestadas+fosfito-K 2.4421 ITII
Fosfito-K+fosfito-K 2.3895 IT1I
FosfatolO 2.2895 ITTI
FosfatolO+fosfito-K 2.1133 c... II
Fosfito-K 1.9632 ...... I
Testemunha 1.4850  ........ I
Testemunha+fosfito-K 1.4750 ........ I

THERE ARE 5 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.973 REJECTION LEVEL 0.050

STANDARD ERRORS AND CRITICAL VALUES OF DIFFERENCES
VARY BETWEEN COMPARISONS BECAUSE OF UNEQUAL SAMPLE SIZES.
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G. EFEITO DE DOIS METODOS DE APLICACAO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS NO CONTROLO DE
PHYTOPHTHORA CINNAMOMI EM SOBREIROS SUBMETIDOS A ENCHARCAMENTO 2 DIAS
SUCESSIVOS POR SEMANA

G.1. Analise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte aérea

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR AEREO

SOURCE DF SS MS F P
TRATAMENTO (A) 13 75.7277 5.82521 7.60 0.0000
BLOCO (B) 1 0.60457 0.60457 0.79 0.3785
REPETICAO (C) 4 2.88186 0.72046 0.94 0.4482
A*B 13 4.27143 0.32857 0.43 0.9519
A*C 52 35.5901 0.68443 0.89 0.6576
B*C 4 7.79043 1.94761 2.54 0.0506
A*B*C 52 39.8536 0.76641

TOTAL 139 166.720

G.1.1. Comparacao de médias da severidade de sintomas na parte aérea em funcio do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF AEREO BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
C-acfosfRa 3.0100 I
I-fosfMgPa 2.9900 I
E-acfosfPa 2.8200 I
L-fosfK-Rb 2.7500 I
D-acfosfRb 2.6100 I
J-fosfMgPb 2.5800 I
M-fosfK-Pa 2.4300 I1I
B-Testinoc 2.4000 ITT1I
N-fosfK-Pb 2.2700 III
K-fosfK-Ra 1.7400 oI IT
F-acfosfPb 1.6400 oI I
G-fosfMgRa 1.3400 ...... I
H-fosfMgRb 1.0900 ...... I1I
A-testninoc 0.5500  ........ I

THERE ARE 5 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.007 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.7856
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.3915

ERROR TERM USED: TRATAMENT*BLOCO*REP, 52 DF

G.2. Anadlise global da variancia para a avaliacao visual de sintomas na parte radicular

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR RAIZ

SOURCE DF Ss MS F P
TRATAMENT (A) 13 46.6400 3.58769 14.97 0.0000
BLOCO (B) 1 0.04829 0.04829 0.20 0.6554
REP (C) 4 1.00814 0.25204 1.05 0.3899
A*B 13 3.48171 0.26782 1.12 0.3664
A*C 52 11.0479 0.21246 0.89 0.6674
B*C 4 2.09529 0.52382 2.19 0.0835
A*B*C 52 12.4647 0.23971

TOTAL 139 76.7860
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G.2.1. Comparaciao de médias da severidade de sintomas na parte radicular em funcao do
tratamento (teste LSD, P = 0,05)

LSD (T) COMPARISON OF MEANS OF RAIZ BY TRATAMENTO

HOMOGENEOUS
TRATAMENTO MEAN GROUPS
N-fosfK-Pb 3.4400 I
L-fosfK-Rb 3.3500 I
D-acfosfRb 3.2700 II
C-acfosfRa 3.2700 I1I
E-acfosfPa 3.2200 II
B-testinoc 3.2200 II
M-fosfK-Pa 3.1500 II
I-fosfMgPa 3.1400 II
J-fosfMgPb 3.1300 I1I
G-fosfMgRa 3.0900 ITI
H-fosfMgRb 3.0900 I1I
K-fosfK-Ra 2.9100 Iz
F-acfosfPb 2.5300 I
A-testninoc 1.0500 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.007 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4394
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2190

ERROR TERM USED: TRATAMENT*BLOCO*REP, 52 DF
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H. EFEITO DA APLICACAO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS POR INJECCAO NO TRONCO EM
SOBREIROS ADULTOS

H.1. Analise global da variancia para o indice de desfoliacao dos sobreiros

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR ID

SOURCE DF SS MS F P
Epoca (A) 2 0.01167 0.00583 0.14 0.8713
Substéncia (B) 3 0.28917 0.09639 2.33 0.1740
A*B 6 0.24833 0.04139

TOTAL 11 0.54917
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