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O que se entende por Declinio

Declinio- sintomatologia complexa em que est3o envolvidos factores: biéticos, abidticos
e antrdpicos, que interactuam com o hospedeiro e conduzem a sua perda de vitalidade e

reducdo da capacidade de reaccao.

O efeito destes factores de stress nos hospedeiros depende do tempo e da forma como

actuam (Manion & Lachance, 1993).



Manion & Lachance, 1993 agrupam os factores de declinio em factores de predisposicao, de
indugao e de contribuicao:
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Factores de predisposicao

» exposicdo do terreno (zonas de exposicao sul mais afectadas)

* condicOes edaficas (tipo de solo)

* solos delgados com défice hidrico (seca) ou com drenagem insuficiente
(encharcamento)

e praticas silvicolas: desmatacao e a mobilizacao do solo e compactacao do solo,
causam destruicao das raizes e deficiéncia de abastecimento de agua; erosao do
solo

» elevada densidade da vegetacdo arbustiva (competicao com as arvores, em agua
e em nutrientes)

* encabecamento excessivo (perturba os processos de conservacao e regeneracao
do montado, pela compactacao e acidificacao do solo sob as copas resultante
dos dejectos).



Factores de inducao

Os periodos de seca intensa e prolongada sao dos factores mais importantes no
declinio dos Quercus. Enfraguecem as arvores e originam mortalidade, favorecendo
o desenvolvimento de doencas ou o aparecimento de pragas associadas ao
depauperamento da floresta.

A alternancia entre anos secos e chuvosos favorece a propagacao de pragas e
doencas, particularmente em solos pouco profundos, como por exemplo em solos de
Xistos ou onde existam impermes.

Os insetos desfolhadores também podem ser factores de indugdao pelo
enfraquecimento que causam nas arvores.



Factores de contribuicao

* Os microrganismos (fungos e outros organismos) e os Insectos sao factores que
contribuem para a perda de vitalidade das arvores, sendo que os principais sao:

* Phytophthora cinnamomi
* Fungos (Diplodia corticola, Biscogniauxia mediterranea, Armillaria mellea)
* Insectos



Severidade -podera ser maior

DOENCA resulta da ou menor, dependendo de
interaccdao simultanea R n outros factores dentro de cada
entre a actividade de Suscetibilidade/Toleréancia um dos trés componentes dos

organismos patogénicos * Densidade das plantas vértices do triangulo

e hospedeiros

Hogpedeiro Quercus spp.,
Castanea sp.,

Vegetagao natural: Cistus
spp.,Arbutus unedo,Erica spp.
Lupinus luteus,etc.

Condig¢oes do
ambientais
favoraveis
1.Abioticas;

2.Biéticas Condicdes Patogénio
ambientais Inéculo potencial

Solo guantidade
*Teor de Agua / dispersao
*Temperatura < > Fungos
*Mobilizagdes, etc Phytophthora, Pythium,
*Alteragdes climaticas Phytopythium, etc.

Outros organismos




g
('w

x!%







tronco

o
c
N
)
0
O
©
O
>
0
x
LL




Morta







Morta subita




Morta subita




SINTOMAS

Raizes mortas




Varios estudos indicam que o patogénio
P. cinnamomi esta associado ao declinio.

Em Portugal Pc € o patogénio isolado N

com maior frequéncia do solo e de
raizes de Quercus em areas com
sintomas de declinio e morte

For. Path. 35 (2005) 145-162
© 2005 Blackwell Verlag, Berlin

Influence of site factors on the impact of Phytophthora

. .. . Phytophthora cinnamomi
cinnamomi in cork oak stands in Portugal g
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Phytophthora cinnamomi- Fit6ftora O que é Phytophthora spp.

Nao é Fungo

A palavra Phytophthora deriva do grego e significa phyto (planta) e phthora (destruidora)
Cavalier-Smith, 1998

. . . Fungi
Reino: Chromista (RecomybT E';?S.dmma;.

Phyllum: Oomycota Chrarista Plantae Anirmalia
Ordem: Peronosporales Straminipila
Familia: Peronosporaceae| [oonwcees

Género: Phytophthora
;s . . Mywomycota
ESpECIe: cinnamom|i [miomicetos]

Flasmodiophoramy cota
‘Plazmodiophora e SpnngcﬁpnrN

Bacteria

Archae
(bactérias)

?




Como se propaga ? Doenga Policiclica

Planta ndo infectada Planta infectada sem sintomas Planta infectada

Infecgdo inicia-se pelas RAIZES
FINAS e desenvolve-se
rapidamente no sistema
radicular
/ N

Infecgdo propaga-se nos

Raiz infectada
MICELIO DE FITOFTORA

Libertagéo de zo6sporos
no solo e contaminagédo
das raizes

ESPORANGIOS e
CLAMIDOSPOROS

<

ESPORANGIOS produzem zo6sporos

i HUMIDADE +
AGUA LIVRE TEMPERATURA SECA
ESPORANGIOS FAVORAVEIS
HUMIDADE +
TEMPERATURA
FAVORAVEIS
Raiz infectada com séo esporos assexuados produzidos pela CLAMIDOSPOROS
necroses germinacéo dos CLAMIDOSPOROS em Estruturas de resisténcia que
condi¢des favoraveis permitem a sobrevivéncia em
condi¢des ambientais adversas




Raizes de Sobreiro e Azinheira infectadas com Fitoftora

©ACM



Early stages of infection of cork and holm oak ; v A infeccdo conduz a destruigdo das raizes

.,,.,“,,.W..,E,’.ff:‘:,bY ﬁ'-’f.f,’ﬂ'tho fo cRInanony. por intensa invasdo do cilindro vascular
3Dept. de Fisiologia Vegetal, Dept de Protecg3o das Plantas. A C_o

Estag3o Agronémica Nacional, Quinta do Marqués, 2784-505 OEIRAS, Portugal e nas duas especies.

fisiclogiaveoetal@mail mlepac ot

Introduction
= ; X AR : : : - :
T A ook 2nd  The aim of this work is to get information
species in Portugal and Spain (Brasier et ai, 1983, ON  the early infection stages of
The paihogen infects and destroys the fine roots of  P.CiNNamomi in cork and holm oak trees.
leading the plants fo 3 decrease in

"“‘“’“’“""""‘““"“f’-,‘m’ y - v" A azinheira é mais susceptivel a infeccdo
W,‘E LY RE¥A  por P. cinnamomi do que o sobreiro. O

patogénio coloniza com maior rapidez e

. S =—— "
The aspects of pathogen at roots penetraoon snes (Figs.1 and 2), as well as the process of intra and intercellular

progression through the cortical parenchyma were similar in both species. In cork oak roots 24h after inoculation H 4 1 H
G e e com maior numero de hifas as raizes da

WS s e
/ : N

parenchyma (Figs. 4 and 5).

azinheira, atingindo o cilindro vascular

., m em 24 horas.

! .*."-@
g “"“‘é’*&l"ﬁ
TMUONASU L e et A ]
S AT e et et A planta fica visivelmente doente quando
e e [ e e = e e o
Sk b e || S B L e e o muitas infeccGes ocorrem nessa planta

observed (Figs. 8).

< : é_"""'“““_“m v Vi | resultando em alteracbes fisiologicas e
/-*,» %% s }‘ ‘ 1 bioquimicas (a absorcdo de éagua e
/ { rﬁ 4-), - 54 = nutrientes, € uma das funcdes afectadas,

The accumulation of phenolic compounds were observed in association with the pectins of intercellular spaces

close to hyphae in the cortical parenchyma (Fig.10- Sudan Black B staining, and Fig.11- F.M.) and in vascular ConduZindO—a a Stress hlldrico_

tissues (Figs.12, 13- toluidine blue staining, and Fig. 14- ruthenium red) in cork and olm oak trees.

and Mainods CONCLUSIONS semelhanca com sintomas de falta de agua

seedings of cork and hoim oak wih one
b e o e T B The results suggest that P. cinnamomi invades
the holm oak root tissues earlier than in cork (Seca) .
oak; after 24 hours of inoculation the pathogen
reached the vascular cylinder. These

observations agree with the results of Robin et

were cbserved during six days. Segments of
microscopy

Brusier, G Rotrod, F. Farer. & 103 Evidunce St Mysohthony. chastend al. (1998) and Sanchez et al. (2002) that reported

Irechemrmart i bactan ouk dectine. Mart Pabiology 42 145145, 5 Tt
Foin C. Dwagrae-Lotatms, ML, Cageon, O. & Desiour, C. 1098 Fret raceed of the higher susceptibility of the holm oak
Ty n cory mrd hom aka i Frunce e evserce < pethogens oty

Py compared with the cork oak. M ira-M l AC (2001). A t t int =
et Com T L T A 200 P e d e o accumulated do not prevent root oreira-Marcelino ( ). Aspectos entre a interaccao

invasion by this pathogen in both species, as entre Phytophthora cinnamomi e a doenca do declinio em
hyphae i ded quickly the lar cylinder.
St st S Suppsbes By A €75 Pl YESIAE VAL A LY R EEACIEN, : Quercus suber e Q. rotundifolia. Dissertacdo de doutoramento.




Estudos epidemioldgicos em Portugal
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Estudos epidemiolégicos em Portugal
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Entre 1995-2005 observou-se
um aumento frequéncia do
isolamento do patogénio, em
particular nas regides do sul.

© Ana Moreira



Estudos epidemioldgicos em Portugal

A mortalidade de sobreiros e
azinheiras afecta mais o centro e sul
de Portugal

1995-2005

reducao da densidade do arvoredo
foi de 13% (povoamentos com
densidade < 40 arvores/ha)

2010

> 50% dos montados de sobro e
azinho tinham sintomas de declinio
ligeiros (sobreiro-50%; azinheira-
68%) e entre 4 e 10% sintomas
acentuados (sobreiro-9%; azinheira-
4%).




Estudos epidemioldgicos em Portugal

Factores que influenciam a ocorréncia de Fitoftora:

\/Tipo de solo (texturas com elevados niveis de argila e limo)- solos
esqueléticos e com baixos a muito baixos niveis de fésforo e de MO;

v’ Situacdo do povoamento/montado-Exposicdo

v Estracto sob-coberto (muitas espécies presentes nestes povoamentos encontram-se
infectadas, embora ndo apresentem sintomas);

v'Culturas forrageiras (pastos) -espécies hospedeiras de Fitoftora

'

Problema do Ecossistema MONTADO/DEHESA







Plantas hospedeiras de FITOFTORA
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Tremocilha- Lupinus luteus







Dispersao de Fitoftora

] Dispersao activa

-Textura do solo que pode facilitar a dispersao dos zodsporos
-Passa de raiz de plantas infectadas para raizes de plantas adjacentes através do

contacto raiz-a-raiz.
-O movimento raiz-a-raiz pode ser a forma do patogénio se mover para cotas mais

elevadas.

] Dispersao passiva

-Transporte pelo fluxo de dgua subsuperficial (de cotas mais elevadas para baixas)
-Transporte pelos animais
-Transporte pelo homem ( situagao mais comum)



MEDIDAS DE PREVENGCAO E DE MITIGA

e TR by




Como controlar Fitoftora?

Nao é possivel erradicar Fitoftora de solos

Porqué?

Larga gama de hospedeiros
Elevada sobrevivéncia em estruturas de resisténcia
Facil disseminacao e propagacao

Métodos quimicos: Aplicacio de fosfitos

elevada variabilidade da eficacia no controlo da infeccao

causada por Pc (Fernandez-Escobar et al., 1999; 2002);

pode causar resisténcia (Dobrowolski et al. 2008)



Como controlar Fitoftora ?

* Nao é facil estabelecer um unico método de controlo.

 Abordagem integrada e multidisciplinar utilizando medidas de
gestao amigas do ambiente que visem simultaneamente, a

preven¢ao de modo a evitar a infestacdo dos solos por
Fit6ftora em dreas ndo afectadas e a reducao da
populacao do patogénio (minimizando novas infeccdes)
dos solos em areas ja afectadas.

* Medidas faceis de aplicar em grandes areas e de baixo custo



Como controlar Fitoftora?

MEDIDAS:

. Prevencao

(J Reduzir os factores que promovem a infec¢ao



PREVENQAO : Minimizar o risco de contaminag¢ao do patogénio pelo que se recomenda:

AREAS SEM SINTOMAS

Diagnostico de Fitoftora -IMPORTANTE (preferir sempre areas livres de Fitéftora no solo)

Evitar a movimentagao de solo proveniente de zonas afectadas

Nao fazer gradagens ou lavouras que possam danificar as raizes, fragilizando as arvores.
Recomenda-se a utilizacdo de corta-matos.

Desinfectar as maquinas e alfaias agricolas e os utensilios utilizados na podas e
descorticamento

Promover a drenagem dos solos

Nas reflorestacdes e/ou adensamentos utilizar sempre material isento de Fitéftora.

QUtilizar semente selecionada que inclua caracteristicas de adaptacdo ou
susceptibilidade/tolerdncia dos progenitores relativamente a infec¢do a Fitoftora

U Evitar solos compactados, mal drenados e pouco profundos

Evitar cargas pecudrias excessivas tendo em atencao a biodiversidade



PREVENCAO

AREAS SEM SINTOMAS

Evitar o cultivo de espécies hospedeiras de Fitoftora (ex: tremocilhas, por serem
multiplicadores da populacdao do patogénio)

Promover uma gestdao adequada do coberto arbodreo realizando podas selectivas e controladas
e evitando podas intensas que fragilizam as arvores

Medidas de gestdao adequadas a area

Melhorar a fertilidade dos solos (uma boa nutricao dos solos, com fésforo e com matéria
organica e adicao de calcario)

Utilizagdo de pastagens enriquecidas com espécies que tenham efeito supressivo na
populag¢ao do patogénio



MEDIDAS QUE PODEM REDUZIR A DOENCA

Curto /médio prazo

Além das medidas de prevenc¢ao, deverao ser aplicadas medidas para mitigar a
infeccao e evitar a disseminag¢ao do patogénio para outras areas



MEDIDAS QUE PODEM REDUZIR A DOENCA

AREAS COM SINTOMAS

Diagnéstico de Fitoftora no solo -IMPORTANTE (preferir sempre areas livres de Fitéftora no solo)

Assegurar informacao sobre o declinio (produtores, associac¢des, etc.) e assinalar as dreas afectadas

Disponibilizar informacgao sobre a dispersao do patogénio

Limitar o movimento de pessoas, veiculos e equipamento, durante a época das chuvas nas areas
com declinio (infestadas). Utilizar Pedilavios

Na reflorestacdo (em dreas muito afectadas) devem ser utilizadas espécies florestais
tolerantes/resistentes e evitar as azinheiras e sobreiros

Melhorar a fertilidade dos solos (uma boa nutricdao dos solos, com fésforo e com matéria
organica); adicao de calcario quando necessario

Melhorar a drenagem dos solos e perturbar o minimo possivel

Favorecer a presenca de fungos micorrizicos que podem ajudar na nutricdo da planta



Disponibilizar informacé&o sobre a dispersdo do patogénio

! DIEBACK PROTECTION AREA

Kifing warter mould hat ives in sl
southwest Australa,

tyres and moved in plant matenal

opr

« Stay on tracks and tads.
+ Cloan all 50l from your shoes and veficie
* Avoid wet soil condibons.

“ ,',',,"3:, .m: vm .m

21/08/2007 2112

Remover os residuos de solo dos veiculos, maquinaria agricola, ferramentas e
calcado




MEDIDAS QUE PODEM REDUZIR A DOENCA

AREAS COM SINTOMAS

Utilizar material isento de Fitoftora e/ou tolerante a infeccdo

Recurso a medidas de boa gestao

Conhecer mais sobre a interac¢do hospedeiros/patogénio

Utilizagcao de pastagens enriquecidas com espécies que reduzam a infecgao

Manter faixas com espécies de mato nao susceptivel a fitéftora como por exemplo as giestas, a
perpétua-das-areias, o rosmaninho ou a marioila em zonas declivosas para limitar a erosao e

favorecer a infiltracao de agua

Além das medidas de
prevencgao, deverdo ser
aplicadas medidas para mitigar
a infeccdo e evitar a
disseminacdo do patogénio
para outras areas



MEDIDAS QUE PODEM REDUZIR A DOENCA

Areas com sintomas

Longo prazo

(J Seleccdo de gendtipos de sobreiros e de azinheiras mais tolerantes a P. cinnamomi
para aplicar em areas em que os solos apresentem elevada populacao do
patogénio (tendo sempre em atencdo a BIODIVERSIDADE)
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Field susceptibility of cork oak trees with different
provenances to Phytophthora cinnamomi

1

Ana Cristina Moreira | Radl Tapias® | Luis Fernandes® | Abel Rodrigues!

https://doi.org/10.1111/efp.12461

Resultados mostraram uma elevada mortalidade de plantas durante todo o ensaio e das 157
familias testadas sé 14 mostraram uma taxa de sobrevivéncia entre 40 a 60 % e um bom
desenvolvimento ao fim de 10 anos. Estas familias poderdao ser candidatas a ser utilizadas em
reflorestacao.



Utilizacao de pastagens enriquecidas com espécies que tenham efeito supressivo na
populacao do patogénio:

Anti-Phytophthora activity of root extracts
from herbaceous species

Efeito inibitério de extratos radiculares de plantas herbaceas na atividade
de Phytophthora cinnamomi

Ana Moreira*, Isabel Calha, José Passarinho and Ana Sampaio

Instituto Nacional de Investigogio Agrdria e Veterindria IF.,, Quinta do Marqués, 2780-159 Oeiras, Portugal
(*E-mil: cristing.mareira@iniav.pt)
s fdlod.org/10.19084/RCA.17065

Received/recebido: 2018.01.31
Accepted/aceite: 2018.02.01

DOI: https://doi.org/10.19084/rca.17065

L Seleccdo de plantas da vegetacdo natural e de pastagens com efeito supressivo sobre Fitoftora

O Estudar a susceptibilidade das espécies herbaceas e arbustivas a infeccdo

BRASSICACEAE / CRUCIFERAS Ensaios in vivo (ensaios de

FABACEAE / LEGUMINOSAS susceptibilidade)

LAMIACAEA / LABIADAS Ensaios in vitro (efeito de
estractos radiculares nas

POACEAE / GRAMINEAS estruturas do patogénio)



https://doi.org/10.19084/rca.17065

ENSAIOS in vitro

Efeito dos Extractos Aquosos Radiculares

Chiamydospore

0.,%.
-Crescimento micelial e Q 4
i

Meio de cultura
Cyst /1. "4(,‘%’
/Q,_ s

-Producdo esporangios Suspensao de solo ndo
-Formacgao de clamidosporos esteril

-Producgao de zodsporos
-Viabilidade de zo6sporos ~ — Meio de cultura



ENSAIOS in vitro

Efeito dos Extractos Aquosos Radiculares




ENSAIOS in vivo

Efeito dos Extractos Aquosos Radiculares em
plantas de Quercus

Earl10% Ear50% Ear25%
+200sp+SS +z00sp+SS +200sp+SS

Z00Sp+SS
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MULTIPURPOSE FOREST RESEARCH

EVALUATION OF ALLELOPATHIC POTENTIAL OF BRASSICACEAE ROOT EX
PHYTOPHTHORA CINNAMOMI ACTIVITY OBTAINED BY THREE EXTRACTIO

Manuela Rodriguez-Romero'2, Belén Godoy?, Isabel M. Calha?, José Antdnio Passarinho3, Ana Cristina M

LInstituto del Corcho, la Madera y el Carbon Vegetal (ICMC)/Centro de Investigaciones Cientificas y 6gicas de (CICYTEX), Junta de Ex
Pol. Ind. EI Prado, C/Pamplona s/n, 06800 Mérida, Spain. @ el roriq ez ()
2.Instituto de Investigacion de la Dehesa (INDEHESAY), Universidad de Extremadura. Av. Virgen del Puerto s/n, 10600 Plasencia, Spain.
3.Instituto Nacional de Investigagao Agréria e Veterinaria (INIAV, IP). Quinta do Marqués, 2784-505, Ogiras, Portugal

| UCTION
_ Plants can influence the composition of microbial communities around their roots t

carbohydrates and other compounds. Some exudates present bactericidal and fungicidal activity. This study
inhibitory activity of plant root extracts on the Phytophthora cinnamomi plant pathogen.

METHODS

Aqueous root extracts (ARE) obtained from
three Brassicaceae species:
-Raphanus raphanistrum
-Eruca vesicaria

-Diplotaxis tenuifolia

By three extraction methods:
M1- maceration of fresh material
without inactivation of enzymes

MAZ_ maceratloh Of_freSh material Figure 1. Inhibitory effect of different ARE (evaluated in vitro
with heat inactivation of enzymes felease of allelochemicals to the on P. cinnamomi mycelial growth): Method 2 (M2) was the
M3- microwave dried material environment(Chick _and Kielbaso, most effective, particularly with ARE from D. tenuifolia (100%

1998), L Arboric, 24:274-279.
inhibition).
RESULT:
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Figure 3. Q ification of ia and in each sample one
weeks later: best results were observed with D. tenuifolia ARE under unsea
dishes (aerobic conditions) one week after inoculation.
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Some species from the native plant communities present in the dehesa/montado ecosystem could be used
pastures. According to the preliminary results, Eruca vesicaria and Diplotaxis tenuifolia showed potential
In particular, root extracts from D. tenuifolia could provide allyl isothiocyanate compounds to contr
activity. Further studies are underway to assess the potential of these species in the control of P. cinnam,
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Extracto combinado => ac¢do sinergética

Possibilidade de incorporar estas
espécies em pastagens melhoradas!



RESULTADOS

Plantas hospedeiras e susceptiveis ao patogénio que servem de
repositorio do indculo (aumentam a populacao do patogénio no
solo);

Plantas nao hospedeiras que inibem 60 a 100% a actividade do
patogénio no solo (formacao de esporangios e de clamiddsporos);

Plantas nao hospedeiras mas que promovem a actividade do
patogénio (aumentam a formacdo de estruturas assexuadas no
solo).



Procedimentos para colheita de amostras de solo

O A colheita de amostras deve ocorrer em épocas favoraveis a actividade do patogénio
(primavera e outono);

L Em cada foco selecionar 3 arvores, ndo mortas e com um grau de desfolha ndo muito
elevado;

O Antes de colher a amostra retira-se a folhada superficial;

L Colhem-se 4 sub-amostras de solo com raizes finas, em direccdes opostas a cerca de 20 a
30 cm de profundidade ao redor do tronco por debaixo da copa da arvore.




Procedimentos para colheita de amostras de solo

[ Misturar as 4 sub-amostras numa unica amostra com cerca de 2 a 3 litros de solo;
U Repetir para as 3 arvores em cada foco;
O Se o solo estiver muito seco molhar um pouco com agua nao tratada com cloro;

O Enviar para o laboratério o mais rapido possivel.
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