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———— ABSTRACT ——«—

FUNGI ASSOCIATED TO PLATYPUS CYLINDRUS FAB. (COLEOPTERA: PLATYPODIDAE) IN
RELATION TO CORK OAK DECLINE IN PORTUGAL

ABSTRACT

The insect Platypus cylindrus Fab. establishes symbioses with fungi that inoculates in
galleries excavated in cork oak. Fungal genera Acremonium, Aspergillus, Beauveria,
Botrytis, Chaetomium, Fusarium, Geotrichum, Gliocadium, Nodulisporium,
Paecilomyces, Penicillium, Raffaelea, Scytalidium, Trichoderma, order Mucorales and
the actinomicete genus Streptomyces, were isolated from insect and galleries. Some of
these were found for the first time in this interaction. Raffaelea spp. includes ambrosia
fungi and a pathogenic species to a Quercus sp.. R ambrosiae, R. montetyi and R.
canadensis were identified, the latter reported for the first time associated with the
insect and in Portugal. The transport of Nodulisporium sp., the cause of cork oak
charcoal disease, was confirmed. Fungal involvement in insect feeding, wood
degradation, colony management in the galleries and host weakness processes was also
demonstrated. The knowledge of insect settling strategies on cork oak is very important

for the development of control measures for this pest.
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—————RESUMO

FUNGOS ASSOCIADOS A PLATYPUS CYLINDRUS FAB. (COLEOPTERA: PLATYPODIDAE) E

SUA RELACAO COM O DECLINIO DO SOBREIRO EM PORTUGAL

RESUMO

A explosiio populacional de Platypus cylindrus esta relacionada com o declinio do
montado de sobro em Portugal. Sendo um insecto ambrésia, alimenta-se de fungos que
transporta € inocula nas galerias que constréi no hospedeiro. Para averiguar a
importincia desta micoflora, foram efectuados isolamentos de fungos do insecto
(micéngios, contedido intestinal e exosqueleto) e galerias em sobreiro. Identificaram-se
quinze géneros, entre eles: Acremonium, Gliocadium, Nodulisporium, Raffaelea,
Scytalidium e Trichoderma. Pela primeira vez, Beauveria, Chaetomium, Geotrichum ¢
Streptomyces foram associados a esta interacgdo. Foram identificadas trés espécies de
Raffaelea: R. ambrosia, R. montetyi ¢ R. canadensis, esta tltima ainda nfo associada ao
insecto nem referida no pais. Os fungos isolados estdo envolvidos nos processos de
alimentaggo dos insectos, degradagéio de madeira, antagonismo de fungos nas galerias e
enfraquecimento do hospedeiro. O conhecimento das estratégias de colonizagdio do

sobreiro pode contribuir para o desenvolvimento de métodos de controlo desta praga.
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ABSTRACT ———

FUNGI ASSOCIATED TO PLATYPUS CYLINDRUS FAB. (COLEOPTERA: PLATYPODIDAE) IN

RELATION TO CORK OAK DECLINE IN PORTUGAL

ABSTRACT

Platypus cylindrus population outbreak is related to cork oak decline in Portugal. Being
an ambrosia beetle, it feds on fungi that carries and inoculates in galleries that
constructs in the host. To averiguate this mycoflora’s importance, fungi were isolated
both from the beetle (mycangia, intestinal content and exoskeleton) and cork oak
galleries. Fifteen fungi were identified, namely Acremonium, Gliocladium,
Nodulisporium, Raffaelea, Scytalidium and Trichoderma genus. For the first time,
Beauveria, Chaetomium, Geotrichum and Streptomyces were associated to this
interaction. Three Raffaelea species: R. ambrosia, R. montetyi and R. canadensis were
identified, this last never related to this interaction or reported in the country. The
isolated fungi were found to be involved in insect feeding, wood degradation, fungi
antagonism in the galleries and host weakness processes. The knowledge of insects
settling strategies on cork oak will contribute for future development of control

measures for this pest.






1. INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

O sobreiro (Quercus suber L.) constitui um componente base de um ecossistema
complexo e multifuncional, que assegura uma diversidade biolégica rica e variada,
sendo reconhecida a sua grande importancia ecoldgica, econémica e social para 0 nosso
pais. No entanto, o fenémeno do declinio do montado de sobro, constatado em Portugal
desde o inicio do século XX (Natividade, 1950), representa um sério problema que
ameaga a sobrevivéncia deste importante recurso florestal por toda a bacia
Mediterranica (Sechi et al., 2002).

A progressiva degradagdo do montado enquadra-se no declinio generalizado que tem
vindo a ser assinalado em relagio a vérias espécies de carvalhos nos Estados Unidos e
na Europa, quer na extensfio e gravidade do fenémeno, quer na sintomatologia
evidenciada (Santos, 2000), tendo levado a formulagio de vérias hipéteses explicativas
cujos contornos variam com os factores ecolgicos, praticas silvicolas, espécies

envolvidas e respectivas interacgdes.

Desde as tltimas décadas, tem-se vindo a estudar e a debater as principais causas do
declinio dos sobreiros, com particular énfase na detecgdo e caracterizagdo de populagdes
de agentes nocivos, procurando encontrar relagdes entre a incidéncia destes agentes € a
sintomatologia exibida pelas 4rvores. Contudo, persistem ainda imimeras lacunas de
conhecimento em &reas tio importantes como as interacgdes no sistema insectos-

fungos-hospedeiro, entre outras (Santos, 2000).

A partir da década de 80 e coincidindo com o agravamento da degradagdo progressiva
do montado de sobro, tem vindo a verificar-se um aumento dos ataques de espécies de
insectos da ordem Coleoptera, nomeadamente do xilomicetofago Platypus cylindrus
Fab. Em Portugal, este insecto foi identificado em 1870 (Heyden, 1870), mas nunca foi
considerado com impacto significativo nos povoamentos (Seabra, 1939; Baeta-Neves,
1950) até a sua explosdio populacional: os danos causados por P. cylindrus estavam
limitados a drvores mortas ou enfraquecidas (Cecconi, 1924; Espafiol, 1964) tendo, no

entanto, sido referidos ataques esporadicos em érvores aparentemente sés (Peyerimhof,
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1919; Balachowsky, 1949) e, em Marrocos, ¢ mesmo considerado um agente primério
(Villemant & Fraval, 1993).

De acordo com Sousa et al. (1995), pode considerar-se que P. cylindrus se insere numa
sucessdo de agentes bidticos que intervém no ciclo de declinio do sobreiro em Portugal:
a explosdo dos seus niveis populacionais resultaria directamente de um elevado niimero
de arvores enfraquecidas. A compreensio dos aumentos populacionais de P. cylindrus,
sobretudo nos povoamentos portugueses, pode ser basecada em trés pressupostos:
mudancas graduais nos montados, alteragdes nas populagdes do insecto e dos seus
inimigos naturais e desenvolvimento de mecanismos de colonizagio do hospedeiro mais
especificos. Neste contexto, as simbioses com novos fungos podem contribuir para o
enfraquecimento do hospedeiro, criando condigSes ideais para o estabelecimento dos
insectos (Sousa & In4cio, 2005).

As interacges que este insecto estabelece com fungos, alguns dos quais potencialmente
patogénicos para o sobreiro, parecem ser de extrema importincia. De acordo com
Beaver (1989), grande parte dos patogénios com maior impacte em povoamentos
florestais sdo transmitidos por insectos, sendo bem conhecidos os casos de Scolytidae e
Platytodidae na dispersio de fungos extremamente gravosos para os ecossistemas

florestais.

Com a realizagio do presente trabalho pretende-se fundamentalmente adquirir
conhecimentos mais profundos sobre a biodiversidade da micoflora associada ao insecto
P. cylindrus e determinar possiveis fungdes dos diferentes fungos na interacgfio insecto-
fungo-hospedeiro envolvidas na instalagdo e manutengfio das populagdes dos insectos
no hospedeiro, gestéio das colonias fingicas nas galerias e contribuigio para o gradual
declinio do montado de sobro. O conhecimento destas varidveis contribuird para o
estabelecimento de medidas indirectas de controlo das populagdes de insectos vectores,

nomeadamente através da inibicdo do desenvolvimento da micoflora a elas associada.
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2. AS SIMBIOSES NO SUCESSO DA COLONIZACAO DO HOSPEDEIRO PELOS

INSECTOS

As interacgOes entre insectos e plantas incluem a maioria das espécies multicelulares
terrestres e constituem uma fonte de recursos basicos para muitos dos restantes
organismos (Farrell et al., 2001). Muitas destas interac¢Ses, talvez a maioria, envolvem
também associagdes com microrganismos, incluindo fungos patogénicos de plantas
(Paine et al., 1997). Expandindo a capacidade dos insectos para usar os recursos
vegetais, as interacgdes mutualistas entre insectos herbivoros e fungos acabam, elas

proprias, por promover a diversificagio destas associagGes (Farrel et al., 2001).

Sdo muitos os insectos que utilizam recursos vegetais, desde plantas herbaceas as mais
frondosas 4rvores. Se uns constituem pragas primarias para os seus hospedeiros,
atacando plantas vigorosas e conseguindo ultrapassar as suas defesas, outros nfio tém
essa capacidade, colonizando apenas plantas ja debilitadas ou levando consigo aliados
que quebram essas barreiras. Fungos, virus e nemadtodes estdio frequentemente
envolvidos com os insectos nessas relagdes, debilitando os hospedeiros e tornando-os
assim acessiveis aos insectos. Os microrganismos, por seu lado, conseguem deste modo

percorrer as distdncias entre os hospedeiros (Tainter & Baker, 1996).

Na floresta encontram-se variados exemplos de insectos que estabelecem simbioses com
outros organismos procando danos redobrados nas arvores atacadas, como a doenga dos
ulmeiros provocada pelo fungo Ophiostoma ulmi (Buisman) Nannf vectorizada pelo
insecto Scolytus scolytus F. ou o nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus
xylophilus (Steiner & Buhrer) Nickle, transmitido pelo insecto Monochamus
galloprovincialis Oliv. (Mota et al., 1999; Agrios, 2005).



2. AS SIMBIOSES NO SUCESSO DA COLONIZACAO DO HOSPEDEIRO PELOS INSECTOS
2.1. INTERACCOES INSECTOS-FUNGOS

Os insectos e os fungos estdo intimamente associados na maioria dos ambientes, € t€m
surgido repetidamente muitos tipos de interacgdes entre diversos taxa destes
organismos. De um modo geral, as interacgdes podem ser categorizadas como
associagdes de parasitismo necrotrofico e biotrofico, dispersdo e fertilizagfio, simbioses

de micetocultura e endossimbioses (Blackwell & Jones, 1997).

A relagdes entre fungos e insectos vectores podem ser mutuamente benéficas em certos
aspectos: para o fungo, o vector oferece nfio s6 um meio de transporte que ultrapassa as
descontinuidades espaciais entre as plantas como também assegura a sua inoculagdo em
hopedeiros susceptiveis e com condigdes favoraveis ao seu desenvolvimento. O insecto,
beneficia de um habitat adequado e de abundante fonte de alimento, quer sejam os
tecidos vegetais em decomposi¢do quer seja o micélio do seu parceiro. No entanto,
existem também pontos fracos nesta associagfo: (i) podem surgir dificuldades para
fungos e insectos estabelecerem e manterem a relagfo, particularmente evidente no caso
de fungo patogénicos vasculares que durante o desenvolvimento da doenga se separam
do vector, necessitando depois de se reunir para completar o ciclo; (ii) o fungo € o seu
insecto vector podem entrar em conflito directo, por exemplo quando se d4 uma invaséo
demasiado rapida ou precoce do hospedeiro por um interveniente pode gerar-se
competicfio entre ambos para o seu estebelecimento; e (iii) o comportamento do insecto

influencia a sua eficiéncia como vector (Webber & Gibbs, 1989).

Para além da inoculagdio dos fungos que pode fragilizar o hospedeiro pelo seu efeito
patogénico, os fungos podem constituir um importante recurso para os insectos, como
fonte de alimentagdio ou metabolitos. E do conhecimento comum a “agricultura” levada
a cabo por insectos, de facto, o uso e cultura de fungos acontece em ordens distintas que

incluem as formigas, as térmitas e os insectos ambrésia (Mueller ef al., 2005).
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2.1.1. Os insectos e fungos ambrosia

Alguns escolitideos, por exemplo os géneros Corthylus, Gnathotrichus, Tripodendron,
Xyleborus e Xylosandrus, e quase todos os membros dos Platypodidae sdo considerados
insectos ambrdsia pois as larvas e os adultos alimentam-se principalmente de fungos
que revestem as paredes das suas galerias nos hospedeiros - fungos ambrésia (Batra,
1963). Este nome mitico de origem grega significa “alimento dos deuses” e foi usado
pela primeira vez por Schidberger em 1836 ao encontrar uma substincia viscosa
desconhecida a cobrir as galerias dos insectos onde larvas e adultos se alimentavam, que
assumiu como seiva coagulada. Foi Hartig, em 1844, que reconheceu esta substincia
como um fungo mas, mantendo a ideia de geragdio esponténea, considerou que esses
fungos eram originados a partir de seiva juntamente com excre¢des dos insectos (Hartig,
1844).

A publicaggio dos trabalhos de Hubard sobre os insectos ambrésia nos Estados Unidos,
em 1897, foi um grande impulso para investigagdes posteriores (Hubbard, 1897). No
entanto, foi nos anos 60 a 80 do século XX, que foram publicados mais trabalhos sobre
este assunto (Batra, 1963, 1966, 1967; Franck-Grosmann, 1967; Baker & Notris, 1968;
Subramanian, 1983; Batra, 1985). Este tipo de associagdes pode ser encontrado em
diversas espécies florestais, nomeadamente nos géneros Pinus (Lieutier, 1993),
Cupressus (Tibberi & Battisti, 1998), Ulmus (Smalley et al., 1993) e Quercus (Sousa et
al., 1997), sendo particularmente estudadas as simbioses com fungos do complexo
Ophiostomal Ceratocystis, responsaveis pelas doengas genericamente designadas por
“azulamento da madeira” (Lieutier & Lévieux, 1985; Licutier et al., 1989; Lévieux &
Cassier, 1994). Mueller & Gerardo estimaram a existéncia de cerca de 3400 espécies de
insectos ambrosia (Mueller & Gerardo, 2002).
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Aspectos evolutivos da relacéio

O sucesso evolutivo da relagdo simbidtica insectos-fungos foi assegurado pela=
continuidade temporal (Graham, 1967). Ao longo da evolugfio, as varia%
morfolégicas, quimicas e comportamentais nfio modificaram a interdependéncia===
simbiose (Batra, 1963).

As associag0es insecto-fungo ancestrais das interacgdes ambrosia basear-se-iam apg==
na disperso de esporos de fungos pelos insectos, tendo a micetofagia e micetoculies
surgido secundariamente. Dois factos apoiam esta teoria: (i) existem insectos proximass
dos insectos ambrdsia que intervém na dispersdo de esporos nfio se alimentando==

fungos, e (ii) os fungos ambrésia derivam de fungos néio simbiéticos mas dependemse

de artrépodes para a sua dispersdo (Mueller & Gerardo, 2002).

Os insectos ambrdsia surgiram pelo menos sete vezes ha 20-60 milhdes de amc
(Mueller et al., 2005). As multiplas origens desta micetocultura nfio sdo inesper@
dada a elevada diversidade de espécies de insectos envolvidos € a importincia==
especializagiio dos habitos alimentares na sua diversificagdo (Mueller & Gerardo, 2022
Do mesmo modo, e apesar dos fungos associados e transportados por insecios
apresentarem adaptagdes morfologicas semelhantes (Cain, 1972), a analise Zss
sequéncias de 18S-rDNA mostra que eles derivam de linhagens independentes, ==
partilhando uma origem comum (Cassar & Blackwell, 1996; Rollins ef al., 2001):==
entanto, as multiplas origens nfio impedem a coevolugdo dos insectos e fup—

associados dentro de cada linha independente.

A questdo da possivel especificidade das associagdes insecto-fungo cria algge=
controvérsia (Cooke, 1977). Tem sido categoricamente afirmado que cada espécit—
insecto estd associada a um fungo ambrosia ou complexo de fungos particular qe=—
essencial para o desenvolvimento da sua descendéncia. Tem sido também sugeﬁdo:
espécies de insectos proximamente relacionados estdo associados com fungos tam%
relacionados ou diferentes estirpes dos mesmos fungos, e que esses fungos estfio nis=5
altamente adaptados ao seu insecto simbionte mas também ao ambiente onde E===
normalmente encontrados (Francke-Grosmann, 1967). Embora isto possa ser viZ2=

para muitas associagdes, existem dados que evidenciam que nfo ¢é sempre ag—
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(Buchnan, 1941): pelo menos alguns insectos ndo estdo exclusivamente adaptados para
utilizar um fungo particular como ja se verificou com a descendéncia do insecto
Xylosandrus germanus Blandford que se alimentou de fungos nfio ambrésia como
Ceratocystis ulmi (Buisman) C. Moreau, C. piceae (Miinch) Bakshi e Pestalotia sp.
(Coocke, 1977).

A componente micolégica da interacgio

Os fungos ambrésia foram classificados por Batra (1985) em primérios e auxiliares. Os
fungos ambrésia primarios s3o altamente especificos, pelo que a sua distribui¢do
corresponde 4 dos insectos seus simbiontes. Eles estfio presentes ¢ dominantes nas
galerias onde sdo consumidos e sdo frequentemente isolados de micéngios de insectos
em fase de voo ou durante a abertura das galerias. Os fungos ambrésia primarios sdo
mutualistas obrigatérios, extremamente susceptiveis & secura, nfio sendo geralmente
encontrados fora dos micingios ou das galerias dos insectos (Batra, 1966). Os fungos
ambrésia auxiliares sfo transitérios e ndo especificos relativamente ao insecto
simbionte, podendo aparecer apés o desenvolvimento completo dos insectos. Eles
podem estar presentes facultativamente nas cAmaras larvares ou em insectos adultos, € 0
seu habitat e distribuicio ndo estdo relacionados com os insectos ambrdsia
ocasionalmente associados (Batra, 1985). Muitos destes fungos oportunistas produzem
esporos mucilaginosos que permitem o seu transporte externo por diversos animais,
incluindo insectos. Muitos fungos auxiliares sdo facilmente isolados e cultivados sendo

erroneamente considerados fungos ambrdsia primérios (Lévieux & Cassier, 1994).

Tipicamente, os fungos ambrosia sfo dimérficos: crescem sob a forma ambrésia (forma
de levedura) ou como micélio. As secregdes das larvas e dos adultos parecem ser
responsaveis pela indugdo da forma ambrésia que se desenvolve ap6s o contacto fisico
entre o insecto e o fungo. Sob condi¢des apropriadas, células ambrosiais podem originar
micélio vegetativo e vice-versa (Batra, 1967). Este fenémeno ¢ conhecido por
pleomorfismo (Batra, 1985). A forma ambrésia que se origina no interior das galerias
no hospedeiro é, entdo, uma das caracteristicas de diagnéstico destes fungos: pode ser
de cor variavel e usualmente consiste em cadeias de células que formam uma pali¢ada

compacta cobrindo o tiinel principal e as cdmaras (Batra, 1963).



2. AS SIMBIOSES NO SUCESSO DA COLONIZACAO DO HOSPEDEIRO PELOS INSECTOS

A taxonomia dos fungos ambroésia tem sido bastante confusa e instavel, embora, na sua
maioria, estejam classificados em quatro géneros mitospéricos: Ambrosiella, Raffaelea,
Monacrosporium e Phialophoropsis. No entanto, muito mais géneros estfio envolvidos
incluindo Acremonium, Candida, Fusarium e Graphium. Leveduras como Ascoidea sp.
e Endomycopsis sp. podem também participar na interac¢io. Varios fungos que
provocam danos em plantas lenhosas, como Ceratocystis sp., Botryodiplodia sp. e
Leptographium sp., poderdo ser considerados fungos ambrdsia primarios ou auxiliares,
permanecendo a divida em aberto (Batra, 1963, 1967; Francke-Grosmann, 1967; Baker
& Norris, 1968).

Mecanismos de adaptagio para o sucesso da associagio

Segundo Francke-Grosmann (1967), estas interacgGes insectos ambrdsia-fungos
ambrésia sdio consideradas ectossimbioses: 0 microssimbionte pode viver em 6rgios
especiais do macrossimbionte ou viver fora do seu corpo mas, com o intuito de ser
disseminado, pode estar armazenado temporariamente em 6rgdos especiais de origem

ectodérmica.

A maioria destes insectos apresenta 6rgéos especializados — micingios — que asseguram
o transporte dos fungos simbiéticos (Batra, 1963). Os micingios incluem glandulas de
secrecdo que mantém as condi¢Ses favoraveis para os esporos durante as fases de voo e
de disperséio dos insectos (Lévieux et al., 1991). A estrutura morfol6gica dos micingios
e a sua localizagdo no corpo do insecto variam muito consoante as espécies, assim como
a sua ocorréncia nos dois sexos. Nos escolitideos, os micingios estfo presentes no sexo
responsével pelo ataque dos hospedeiros (Francke-Grosmann, 1967). Ja para a maioria
das espécies de platipodideos acontece precisamente o contrario: os machos escolhem
as arvores a colonizar mas séo principalmente as fémeas que tém os micangios (Baker,
1963, Sousa & Inécio, 2005). De salientar que sfio conhecidas algumas simbioses em
que ndo existem 6rgdos de transporte especializados no corpo do insecto (Lévieux &
Cassier, 1994), ocorrendo apenas o transporte passivo de fungos aderentes ao

exosqueleto e também através do seu contetdo intestinal (Baker, 1963). Noutros ainda,
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observam-se relagdes mais complexas como sucede com o transporte de esporos de

Ophiostomatales por 4caros, em certos insectos sub-corticais (Moser, 1985).

A dispersdo de esporos vectorizada por insectos é conhecida em muitos grupos de
fungos, incluindo Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota ¢ fungos mitosporicos,
assim como Myxomycota e “fungos” mucilaginosos (nfio pertencentes ao Reino Fungi)
(Abbott, 2002). Muitos destes fungos desenvolveram adaptagSes especificas ao seu
transporte por insectos, como a produgdo de esporos aderentes ou recolhidos em
estruturas ou gotas mucilaginosas, emissio de substincias odoriferas fétidas e secre¢des
agucaradas odoriferas e formagdio de esporos em estruturas elevadas (corémios ou
peritecas com colos longos) (Abbott, 2002).

Vantagens do mutualismo

A simbiose com os fungos oferece diversas vantagens para o insecto: os fungos
constituem uma fonte de alimento para os insectos ambrésia que nfio se alimentam
exclusivamente de madeira (xilomicet6fagos), participam na decomposigéo dos tecidos
da madeira facilitando a construgiio de galerias e criando condigdes favoraveis para o
adequado desenvolvimento dos descendentes, contribuem para o declinio das arvores e
induzem a produgio de feromonas (Christansen & Homnvedt, 1983). Sendo
transportados pelos insectos, os fungos encontram um mecanismo eficaz de
disseminagio e um método de inoculagdo directa nos hospedeiros mais favordveis para

o seu crescimento (Subramanian, 1983; Beaver, 1989).

As hifas constituem uma fonte mais rica em proteinas do que a madeira morta, sendo
capazes de concentrar o azoto a partir de substratos em que este ocorre em
concentragSes muito baixas (Martin, 1979; Swift & Boddy, 1984). Para além dos
compostos azotados, os fungos produzem esterdis essenciais para o desenvolvimento de
diversas fases do ciclo de vida dos insectos (Norris, 1976). Segundo Kok (1979), o
ergosterol é o nutriente essencial e critico que forma a base quimica da relagdo
mutualista insecto-fungo. Também poderdo estar envolvidas vitaminas produzidas pelos
fungos.
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Para além das vantagens de que ambos os intervenientes das relagdes mutualistas
beneficiam, existem também alguns custos associados & perda de independéncia de cada
um: os esporos dos fungos ambrésia nfio estdo expostos em corpos de frutificagfio na
superficie da madeira e estes fungos estio dependentes da sobrevivéncia da nova
geragdo de insectos para a sua dispersdo e inoculagfo, sendo provavel que a mortalidade
dos insectos durante a sua fase de dispersdo seja elevada. Os fungos ambrésia deixam
de controlar o seu proprio crescimento vegetativo € normalmente abdicam da
reproducdo sexuada. A produgdo de descendéncia de insectos ambrésia € o seu
desenvolvimento estd dependente do crescimento de fungos ambrésia nas galerias e néo
de alimento obtido directamente da madeira ou do floema do hospedeiro. O sucesso de
uma geragdo estd ainda dependente da sobrevivéncia e comportamento da sua fémea
progenitora. H4 também um custo energético para o adulto na manutengfo de micingios
especializados (Beaver, 1989).

A associagdo insecto-fungo néio deve ser considerada independentemente do hospedeiro
onde ambos vivem. Para a maioria dos insectos ambrésia, a 4rvore é um interveniente
essencialmente passivo pois estd j4 em declinio na altura do ataque, mas quando a
arvore estd viva, exerce uma defesa activa contra os ataques dos insectos e fungos
(Sousa, 1996). Muitos insectos ambrésia sfio, assim, classificados como insectos
secundarios, que atacam hospedeiros em decadéncia ou mortos que estio ja a ser
explorados pelo menos por um insecto xil6fago primario mais agressivo ou mortal para
a arvore (Furniss & Carolin, 1977). No entanto, existem j4 citados na literatura varios
exemplos de espécies que atacam preferencial ou obrigatoriamente arvores sis e que
ainda manifestam uma defesa activa contra o ataque dos insectos e dos fungos
(Kiilnholz et al., 2003). A relagdo entre &rvore-insecto e 4arvore-fungo &, entfo,
antagonista e nio mutualista (Beaver, 1989).

10
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2.1.2. Relacdes com outros fungos

Para além dos fungos directamente envolvidos na alimentagfio, existem também outros
géneros associados ao insecto, como fungos patogénicos para o hospedeiro que podem
ser importantes na sua selecgdo e colonizag#io pelo insecto. Estes fungos desempenham
um papel tdo importante na interacgdo insecto-fungo-hospedeiro quéo saudavel ¢ a
arvore colonizada. Os insectos que invadem ¢ se desenvolvem em é&rvores sis e
vigorosas empregam duas tacticas para suprimir a capacidade do hospedeiro activar os
seus mecanismos de resisténcia: o ataque massivo e a inoculagiio de fungos patogénicos
(Kirkendall et al., 1997). De facto, estes fungos provocam o declinio rapido da planta
criando as condigdes ideais para o estabelecimento dos insectos (Lévieux ef al., 1991).
Os efeitos do insecto no hospedeiro podem, assim, assumir duas vertentes: como agente
nocivo (efeito directo) e como vector de fungos potencialmente patogénicos (efeito
indirecto) (Sousa, 1996).

O uso de hospedeiros mortos ou em decadéncia ¢ a mais fécil e, em termos evolutivos, a
mais bésica estratégia de colonizagio, uma vez que niio envolve nenhuma capacidade
especial do insecto para ultrapassar os mecanismos de resisténcia constitutiva ou
induzida do hospedeiro (Kiilnholz et al., 2003). Sdo poucos os insectos ambrdsia que
invadem hospedeiros vivos e vigorosos (Rollins ef al., 2001). No entanto, Kiilnholz ez
al. (2003) identificaram cinco factores que podem conduzir a um aumento dos ataques
de insectos ambrésia secundérios a arvores sds: i) uma fase de voo precoce antes da
arvore hospedeira ter recuperado a capacidade de resistir a0 ataque na Primavera,
possivelmente associada a alteragSes climaticas; ii) independéncia nutricional do
hospedeiro o que possibilita ao insecto alimentar-se de fungos ambrdsia que vivem em
tecidos mortos em 4rvores vivas; iii) fungos potencialmente patogénicos podem tornar-
se mais agressivos com as alteragdes climaticas ou por hibridagfio com estirpes ex6ticas;
iv) comportamento criptico dos insectos que facilita o seu transporte internacional e o
estabelecimento de espécies € genétipos exoticos; v) uma ecologia quimica complexa
que permite aos insectos ambrésia secundérios localizar arvores sob stress que poderdo
ser hospedeiros temporérios adequados para os insectos.

Vérios mecanismos foram ja h4 muito propostos para a interpretagio da morte sibita
dos hospedeiros causada pela actividade dos fungos patogénicos, nomeadamente: a

produgdio de toxinas, a penetragdo do micélio nos tecidos vegetais, a formagdo de

11
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vesiculas de gés no interior das células ou de outras particulas que obstruam os espagos
intracelulares (Anderson, 1960; Agrios, 2005). Estas acgdes, aliadas & actividade de
escavagdio das galerias levada a cabo pelos insectos, causam sérias perturbagSes
fisiologicas nas arvores, tais como o stress hidrico, o bloqueio da circula¢do da seiva, a
diminui¢do dos nutrientes na planta e a redugfio da concentragdo de monoterpenos, que
acabam por conduzir & sua morte (Horntvedt et al., 1983; DeAngelis et al., 1986,
Nebeker et al., 1993).

Para muitas espécies de insectos tem sido verificada uma correlagdo directa entre a sua
presenga no hospedeiro e o aparecimento de doengas nas drvores. Assim, de acordo com
Beaver (1989), grande parte dos patogénios com maior impacte econémico em
povoamentos florestais € transmitida por insectos, sendo bem conhecidos os casos de
escolitideos e platipodideos na dispersdo de fungos extremamente gravosos para os
ecossistemas florestais (Lieutier & Levieux, 1985; Bright, 1993) tais como Ceratocystis,
Graphium, Leptographium e Ophiostoma (Subramanian, 1983; Lévieux & Cassier,
1994). Estudos filogenéticos baseados em sequéncias de rDNA concordantes com
padrbes de sensibilidade a ciclohexamida mostram que os fungos ambrésia estio

proximo de espécies de Ophiostoma e Ceratocystis (Cassar & Blackwell, 1996).

2.2. O CASO PARTICULAR DE Platypus cylindrus EM SOBREIRO

P. cylindrus ¢ um insecto da ordem Coleoptera, familia Platipodidae, que foi descrito
por Fabricius em 1801. O nome vulgar ¢ Platipo e os nomes especificos P.
cylindriformis Reitter € P. bimaculatus Duft. sdo seus sindbnimos (Cabral & Ferreira,
1999).

O género Platypus compreende 550 espécies, das quais apenas P. cylindrus e P. oxyurus
Duf. se encontram na regido Paledrtica (Ferreira & Ferreira, 1989). A distribuigio
geografica de P. cylindrus compreende a Europa Meridional (Espanha, Franga, Itilia e
Portugal), Alemanha Ocidental, Argélia, Marrocos, Japdo, Cducaso, Arménia e Iraque.
Para além do sobreiro, P. cylindrus tem como plantas hospedeiras outros carvalhos (Q.
rotundifolia Lam., Q. robur L.), o castanheiro (Castanea sativa Miller), o choupo

(Populus spp.), o eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.), o freixo (Fraxinus spp.), o

12
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ulmeiro (Ulmus spp.), a faia (Fagus sylvatica L.) e a cerejeira (Prunus avium L.)

(Ferreira & Ferreira, 1991; Cabral & Ferreira, 1999; Sousa, 2002).

P. cylindrus é considerado um insecto xilomicetéfago e ambrdsia pois as suas larvas
alimentam-se sobretudo de micélio dos fungos ambrosia que se desenvolvem nas

paredes das galerias que vai construindo no hospedeiro (Batra, 1963).

Os adultos de P. cylindrus atingem um comprimento de 5 a 7 mm e 1,5 mm de largura,
tém corpo alongado, castanho-escuro e pubescéncia amarelo-dourado, a cabega € visivel
quando se observa o insecto dorsalmente (Figura 1). O pronoto € brilhante, com pontos
muito finos no disco e grosseiros lateral e posteriormente, com um disco sulcado a meio
do tergo posterior. Elitros sub-paralelos com estrias e interestrias pontuadas, carenadas e
terminadas por denticulos na parte superior do declive. Os machos apresentam a terceira
interestria tuberculada e a oitava interestria terminada num dente pequeno apical
quitinoso; bordo apical e declive dos élitros muito pubescentes. As fémeas tém élitros
inermes, muito pubescentes no dpice. As larvas sdo apodas, cilindricas e brancas com
um protérax grande. As pupas sdo brancas, com os apéndices dos imagos. Os ovos sdo
brancos, ovais e translicidos, e sio depositados em grupos de 3-4 no fim das galerias

(Ferreira & Ferreira, 1991, Sousa, 2002).

Figura 1 - Fotografias de Platypus cylindrus: a) fémea, b) macho (10x).

E possivel encontrar insectos adultos em voo durante as estagdes quentes: a sua
emergéncia ocorre aproximadamente de Maio a Outubro nas condigdes portuguesas. A
dispersido e duragdo dos insectos sdo directamente influenciadas pela conjugagéo de

factores ambientais e populacionais dos insectos (Sousa & Indcio, 2005).

13
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O mecanismo de selecgdo dos hospedeiros ndo estd ainda totalmente esclarecido:
obedece provavelmente a estimulos complexos, em particular olfactivos, e ndo apenas a
silhueta das arvores (Chararas, 1979; Byers et al, 1985). A composi¢io ¢ a
concentragdo de substincias volateis, humidade da madeira, pressio osmética e o fluxo
de seiva sdo factores que poderdo também influenciar a escolha (Graham, 1968; Sousa
et al., 2005). A elevada densidade de ataque de P. cylindrus na mesma arvore sugere a
existéncia de mecanismos de atrac¢do complexos envolvendo a producdo de uma
cairomona e uma feromona de agregac¢do (Algarvio, 2000; Novas, 2001; Correia, 2003;

Teixeira, 2003; Sousa & Inacio, 2005).

S0 os machos que iniciam a coloniza¢do das arvores, seleccionando as mais
susceptiveis e iniciando a abertura de um corredor de entrada da galeria (1-2 cm)
(Sousa, 2002). Apds a instalagdo na arvore, os machos atraem as fémeas, dando inicio
ao unico acto de acasalamento de todo o ciclo de vida do casal. Esta espécie reproduz-se
durante dois anos consecutivos, originando 150 a 200 ovos por fémea. A fémea comeca
entdio a escavar as galerias a partir do corredor de entrada, inoculando-as
simultaneamente com os fungos ambrosia, enquanto o macho vai removendo o serrim
para o exterior. A galeria pode tornar-se bastante complexa devido ao nimero variavel
de ramificagdes em diferentes planos relativamente ao inicial. As posturas sdo
efectuadas de forma escalonada desde o Outono até & Primavera seguinte, podendo
encontrar-se ovos, larvas, pupas e adultos nas galerias. O comportamento e fecundidade
das fémeas dependem de varios factores como o espago disponivel na galeria, o
alimento e o numero de larvas em desenvolvimento. Os ovos eclodem duas a seis
semanas apoOs a postura e sucedem-se seis fases larvares. Durante o desenvolvimento
das larvas, os machos mantém-se nos primeiros centimetros da galeria, protegendo-a ¢
impedindo as larvas de sair. A ninfose inicia-se ap6s a clausura da galeria com serrim e
excrementos. O desenvolvimento das larvas e das pupas € lento, demorando cerca de
cinco meses desde o ovo até ao adulto. O periodo de emergéncia no primeiro ano do
ciclo de vida dos insectos ¢ mais alargado do que no segundo pois, neste ano, como as
galerias ja estdo construidas o periodo de postura é menos prolongado (Baker, 1963;

Sousa, 2002; Sousa & Inacio, 2005).

Para o sobreiro, a simbiose entre o insecto P. cylindrus € os seus fungos ambrosia tem

vindo a tornar-se mais relevante no panorama portugués acompanhando, assim, o
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problema do declinio do montado. A sua recente exploséo populacional, desencadeada
sobretudo na zona meridional do pais, leva a relacionar os seus ataques com 0 processo
actual de declinio dos montados de sobro e azinho (Sousa et al., 1995; Sousa &
Débouzie, 2002).

2.2.1. Importincia econémica, ecolégica e social do sobreiro

O sobreiro - Quercus suber L. (1753) - é uma arvore da familia Fagaceae
(Angiospermae) também conhecida como sobro, chaparro (arvore jovem) ou sobreira
(arvore imponente) (Natividade, 1950). E uma arvore muito antiga, que se supde existir
h4 cerca de 30 milhdes de anos e da qual se conhecem inimeros testemunhos fésseis
(MADRP, 2000). Considera-se que tera tido origem mediterrinica, encontrando-se
actualmente as maiores extensdes continuas no sudoeste da Peninsula Ibérica € nas
costas magrebinas (Marrocos, Argélia ¢ Tunisia). Encontram-se também na Europa
atlantica (noroeste da Peninsula Ibérica e Landes francesa), na costa mediterrdnica de
Espanha, Franga, Itlia e ilhas do Mediterrdneo ocidental (Baleares, Cdrsega, Sardenha
e Sicilia) e pontualmente no Mediterrineo oriental (ex-Jugoslévia, Albdnia € Grécia)
(Correia & Oliveira, 2002). Em Portugal, encontra-se em todo o territdrio, excepto nas
regides montanhosas mais frias e excessivamente himidas do norte e centro, nas regides
salinas, junto ao litoral e nas zonas de acentuada continentalidade, caso das regifes
fronteirigas do centro e sul (Correia & Oliveira, 2002).

O sistema agro-florestal em que o sobreiro se encontra inserido ¢ um sistema estéavel,
sustentdvel, multifuncional ¢ em equilibrio com o meio natural, assegurando uma
diversidade biolégica rica e constituindo uma barreira eficaz as tendéncias
desertificantes que tém vindo a ocorrer numa parte importante das regibes
mediterrdnicas (MADRP, 2000).

As florestas de sobreiros representam um contributo importante para a economia € a
ecologia: Portugal € o principal produtor, possuindo cerca de 736 000 ha de exploragéo,
que representam 32,5% da 4rea total de montado de sobro, seguido de Espanha, Argélia
e Marrocos (DGF, 2006). A fileira do sobreiro e da cortiga ¢ responséavel por cerca de
60% do balango das exportagdes do sector florestal portugués, caracterizando-se, a par
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dos vinhos, como um dos poucos sectores positivos dentro de um cenério agricola de
crescente importagdo (Zacarias, 2002). A importdncia econémica dos povoamentos
subericolas ndo se limita apenas & sua produgdio principal, a cortiga, uma vez que os
sobreiros sdo geradores directos de outros produtos valorizaveis, como frutos e folhas,
com interesse para a alimentagio animal, despojos das podas, desbastes e¢ abates
utilizados para carvéio ou lenha de queima para uso doméstico ou industrial. Por outro
lado, o sob-coberto dos montados, para além de ser rico numa grande variedade de
plantas arométicas e medicinais, suporta uma fauna cinegética de valor econémico
relevante, bem como uma grande variedade de cogumelos silvestres, sendo também
aproveitado, por vezes em excesso, como area de pastagem natural ou de cultivo de
arvenses para sistemas pecudrios extensivos (MADRP, 2000). E também inegavel a
importéincia ecol6gica dos montados a vérios niveis: pela sua acgio na atmosfera,

recursos hidricos, estrutura, fertilidade e erosédo do solo.

2.2.2. Principais pragas e doencas envolvidas no declinio do montado

Os problemas sanitirios dos montados de sobro ndo sdo um fenémeno recente. Ja no
final do século XIX foi registada uma anormal mortalidade de sobreiros em algumas
regies do pais, assim como nas primeiras décadas do século seguinte (Pestana, 1898;
Bacta-Neves, 1949). Nos anos 40 observaram-se infestagdes de pragas que provocaram
elevados prejuizos econémicos e que apenas vieram a ser controladas nos anos 60, apos
sucessivas campanhas com o ainda autorizado DDT (Silva, 2002). Factores climaticos
adversos, como periodos de seca relativamente prolongados, foram apontados como
principais responséveis por grandes surtos de mortalidade de sobreiros no passado,
passando depois a ser considerados como detonadores do aparecimento ou agravamento
de pragas e doengas. No entanto, Natividade (1950) destaca como possiveis causas para
o declinio do montado a ma gestéio dos ecossistemas, com lavouras profundas, arroteias
de matos e culturas agricolas esgotantes, podas exageradas e exploragiio excessiva de
cortica. O declinio ¢ morte dos sobreiros tém suscitado de novo uma crescente
preocupacfo, atingindo, no ano 2000, o abate de um niimero maximo de arvores da
ultima década (Barros er al., 2002). Tanto produtores e industrias do sector, como
institui¢des de investigagfo, continuam a debater as causas, consequéncias e soluges

para este problema.
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Os principais sintomas de declinio podem resumir-se em: rarefacgdo da copa que fica
“transparente” e apenas com folhas do ano; seca prematura das folhas, as quais ficam
fixas a 4rvore, mesmo depois desta morrer, por um periodo varidvel, mas que pode ser
superior a um ano; descoloragdo das folhas; existéncia de tufos de folhas no meio das
pernadas; pontas secas; aparecimento de manchas escuras e depois esbranquigadas no
exterior da cortiga; sinais no tronco e ramos da presenga de fungos e insectos (Cabral &
Sardinha, 1992). Distinguem-se, todavia, dois tipos de sintomatologia: (1) “morte
stbita” é observado em exemplares de todas as idades ¢ portes, ¢ desde o
amarelecimento inicial das folhas a seca integral das arvores pode decorrer pouco mais
de uma semana, ¢ identificdvel entre Setembro e Dezembro; (2) “declinio progressivo™
¢é observado em 4rvores mais velhas, de grande porte, caracteriza-se por desfoliagSes
parciais e morte de ramos, falta de renovago foliar, rarefacgiio da copa e rebentagfo de
substitui¢fio verticilada, nos troncos e pernadas. Em qualquer um dos tipos séo visiveis
ataques secunddrios de pragas e doengas da copa (Pereira, ef al, 1999b). Uma
sintomatologia semelhante tem vindo a ser referida noutros paises como Franga,
Espanha ¢ Marrocos, podendo incluir-s¢ no fenémeno mais vasto do declinio das
quercineas que se tem constatado em vérios paises (Cabral & Sardinha, 1992; Bakry &
Abourouh, 1996; Oak et al., 1996; Riziero et al., 2002).

Na realidade, a degradagio que tem vindo a verificar-se nos montados de sobro,
constitui um fenémeno cuja compreensio se reveste de elevada complexidade devendo-
se, sobretudo, a um conjunto de causas multiplas, resultado da sua interacgio, sem que
nenhuma delas, por si s6 a determine (Silva, 2002). Cabral & Sardinha (1992) agregam
diversos factores que influenciam o declinio dos montados em trés grupos, englobando
factores de ordem social, do sistema edafo-climatico e do sistema de produgdo, factores
bidticos e abidticos e de interven¢io humana. O Quadro 1 resume-os segundo os
factores de predisposicio, se actuam durante a vida da arvore, enfraquecendo-a; factores
de indugdo, se actuam independentemente do vigor da arvore, mas com impacto mais
grave em 4rvores mais fracas; factores de aceleragfio, s s6 actuam em arvores

previamente enfraquecidas.
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Quadro 1 — Factores que influenciam o declinio do montado de sobro

2. As SIMBIOSES NO SUCESSO DA COLONIZACAO DO HOSPEDEIRO PELOS INSECTOS

Factores de predisposi¢io

Factores de inducfio

Factores de aceleragiio

» sobrexploragfio dos recursos

- gestdo incorrecta

* auséncia de acg¢les
preventivas

* ocupagfo agricola e pecudria
intensa

* perturbagfio da estrutura e

* variages climaticas (seca)

* descorticamento e podas
excessivas

* intervengdes no sob-coberto:
remogdo de ciclos de
decomposigio e falta de
protecc¢do

* insectos
- fungos
- fogo

fertilidade do solo

(adaptado de Cabral & Sardinha, 1992; Sousa, 1995)

z

O aparecimento das pragas nos montados ¢é relativamente recente, sendo possivel
relaciond-lo com as alteragdes destes ecossistemas associadas aos sintomas de declinio.
Segundo Ferreira & Ferreira (1986), em Portugal sfo conhecidas 92 espécies de insectos
que podem causar danos no sobreiro mas nem todas tém repercussdes econémicas. E
geralmente considerado que os desfolhadores, como os lepidépteros Lymantria dispar L.
(liméntria ou lagarta do sobreiro), Euproctis chrysorrhoea L. (portésia) e Tortrix
viridana L. (burgo), e o himendptero Periclista spp. actuam como factores primdrios,

enquanto os xilofagos sdo considerados como agentes secundérios.

As primeiras referéncias relativas aqueles desfolhadores do sobreiro no territério
nacional datam do final do século XIX devido a acgdo de L. dispar. Em 1945-48 os seus
niveis populacionais atingiram valores elevados, provocando danos muito severos nos
povoamentos de sobreiro, sobretudo a sul do rio Tejo (Nogueira, 1967). As causas desta
explosdo demografica continuam por esclarecer mas pode supor-se que a intensificaggio
do programa de desenvolvimento agricola privilegiando a cultura do trigo nos
montados, com mobilizagdes profundas do solo e grandes fertilizagdes, contribuiu para
o desequilibrio ecolégico deste ecossistema (Silva, 1944). Na sequéncia de tdo elevados
efectivos populacionais, foi amplamente utilizada a luta quimica como meio de controlo
da espécie o que conduziu ao aumento das popula¢des de outros desfolhadores (Baeta-
Neves, 1944).

A partir da década de 80, e coincidindo com a degradagio progressiva do montado de
sobro, tem vindo a verificar-se um aumento dos ataques de espécies de coledpteros
como o Coroebus florentinus (Herbst.) (cobrilha dos ramos), C. undatus (Fab.) (cobrilha
da cortiga) e do xilomicetéfago P. cylindrus (Sousa, 1995; Cabral & Ferreira, 1999).
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No Quadro 2 estiio resumidos os danos e sintomas e factores favoraveis das principais

pragas que ocorrem actualmente nos montados em Portugal.

Quadro 2 — Principais

as do sobreiro

Nom;lclll;::iﬁco / (l:;(ll:gal Sintomas Factores favordveis
Desfolhadores
Euproctis Lepidoptera / ninhos de folhas ¢ fios de seda; solos pobres e secos ¢ Verdo
chrysorrhoea / Lymantriidae posturas com pélos laranja na muito quente
portésia pégina inferior, folhas
esqueletizadas, desfolha da copa
Lymantria dispar / Lepidoptera / massas cremes de posturas no arvores enfraquecidas (solos
liméntria Lymantriidae tronco, desfolha da copa pobres e secos), com fendas
na casca do tronco
Tortrix viridana / Lepidoptera/ | folhas enroladas com teias de seda, | 4rvores enfraquecidas (solos
burgo Tortricidae destruicfio dos gomos, desfolha pobres e secos) € isoladas
Periclista spp. / Hymenoptera/ | folhas rofdas, desfolha estratificada | clima e solos desfavoréveis
_lagarta verde Tenthredinidae da copa
xiléfagos e sub-corticais
Coroebus Coleoptera / folhas avermelhadas e seca dos arvores isolada e expostas 2
florentinus / cobrilha | Buprestidae ramos, levantamento da casca luz solar
dos ramos
Coroebus undatus / Coleoptera / galerias larvares no entrecasco, érvores enfraquecidas, com
cobrilha da cortiga Buprestidae exsudagSes amareladas na cortiga casca fina, solos arenosos,
pobres e 4cidos, perfodos de
seca, podas e
descortigamentos excessivos
Platypus cylindrus | | Coleoptera / folhas acastanhadas que depois arvores em stress
plétipo Platypodidae caem, galerias sinuosas no lenho,

orificios circulares no tronco ¢
serrim laranja

Tem sido mencionado um grande mimero de fungos tanto patogénicos, como saprofitas

e também simbiontes associados ao montado de sobro nas ultimas décadas. Santos et al.

(1999) compilaram toda essa informagio consoante o 6rgdo da arvore atacado num

artigo de referéncia da micoflora do sobreiro em Portugal.

Os principais fungos patogénicos actualmente considerados com importincia no

processo de declinio dos sobreiros em Portugal s&o: ao nivel da copa e tronco Diplodia

mutila (Fr.) Mont, no tronco Biscogniauxia mediterranea (de Not.) Kuntze e

Endothiella gyrosa Sacc. e ao nivel da raiz Armillaria mellea (Fr.) Kummer e

Phytophthora cinnamomi Rands., sendo este dltimo fungo frequentemente apontado

como um factor determinante da “morte subita” dos sobreiros (Brasier et al., 1992;
Moreira, 2002; Tuset et al., 2002) (Quadro 3).
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Quadro 3 — Principais doengas do sobreiro

Nome cientifico / vulgar Filo / Ordem Sintomas Factores favoriveis
Biscogniauxia mediterranea / Ascomycota / transparéncia da copa, periodos de seca,
carvdo do entrecasco Xylariales fendilhamento ¢ placas descorticamento e poda
carbonéceas excessiva
Diplodia mutila mitosporico / amarelecimento parcial da arvores debilitadas
(Botryosphaeria stevensii) Sphaeropsidales copa, cancro, necrose,
frutificacfo
Endothiella gyrosa (Endothia mitosporico / seca dos ramos, arvores debilitadas,
gyrosa) / ferrugem alaranjada | Sphaeropsidales frutificag@es, cirros descorticamento excessivo
do entrecasco alaranjados
Armillaria mellea / podridio | Basidiomycota/ | “dieback” progressivo da arvores debilitadas
radicular Agaricales copa; micélio, carpéforos,
rizomorfos
Phytophthora cinnamomi / Oomycota seca das arvores, podridio Invernos amenos, solos
fitéftora (Stramenopila) / do colo alagados
Peronosporales

2.2.3. O enquadramento do Platypus cylindrus no declinio

O insecto P. cylindrus tem sido associado ao declinio dos sobreiros mas geralmente
como praga secunddria. Ataca 4rvores de todas as idades, independentemente da
exposi¢do ¢ do tipo de solo. No entanto, mostra preferéncia por sobreiros grandes,
descortigados, enfraquecidos ou por madeira cortada, desde que mantenha um certo
grau de humidade (Ferreira & Ferreira, 1991; Sousa & Debouzie, 1999). A mortalidade
ocorre em arvores isoladas ou em pequenos grupos dispersos pelo montado. A morte
das érvores ocorre poucos meses depois da penetragdio dos insectos no lenho, podendo
demorar até dois anos, dependendo da resisténcia e do vigor de cada arvore. A cortiga &
desvalorizada pois perde peso e é de md qualidade.

Os ataques de P. cylindrus localizam-se nos troncos e ramos de maior didmetro. Os
principais sintomas sfio a presenca de pequenos orificios circulares de entrada (2mm) e
saida dos insectos no tronco e nos ramos e serrim laranja saindo desses orificios (Figura
2a) na Primavera, Verdo e Outono. Se o ataque for intenso, o solo junto & rvore fica
também coberto deste serrim. Arvores com parte da copa verde e parte com folhas
descoloridas, castanho-avermelhadas ou rosadas ou toda a copa descolorida e rarefeita
(Figura 2b). A queda das folhas vai-se tornando cada vez mais acentuada mas é gradual
¢ a maior parte das folhas permanece na copa por um periodo longo (Ferreira &
Ferreira, 1991; Sousa & Debouzie, 1993; Cabral & Ferreira, 1999).
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Figura 2 — Sintomas manifestados em sobreiros atacados por Platypus cylindrus: a) serrim; b) aspecto
geral das arvores.

Factores climaticos, nomeadamente anos sucessivos de seca € muito quentes, € excesso
de agua, provocando asfixia das raizes, sdo factores favoraveis ao desenvolvimento de
P. cylindrus. Do mesmo modo, técnicas culturais como podas e descortigamentos
exagerados e ferimentos na arvore. A falta de medidas de saneamento florestal, por
exemplo a permanéncia de arvores doentes ou infestadas e lenha de poda constituem

novos focos de dispersdo da espécie (Sousa & Inacio, 2005).

De acordo com Sousa ef al. (1995), pode considerar-se que P. cylindrus se insere numa
sucessdo de agentes bidticos que intervém no ciclo de declinio do sobreiro em Portugal:
a sua explosdo populacional resultaria directamente de um elevado nimero de arvores
enfraquecidas. Perturbagdes ao nivel do solo (acidificagdo, teores reduzidos de calcio e
potéssio e concentragdes elevadas de aluminio e zinco) sdo favoraveis ao declinio do
sobreiro, criando boas condi¢des para a instalagdo do insecto. Este parece atacar
sobretudo arvores com concentrag¢des foliares reduzidas em calcio, ferro e aluminio e
instaladas em solos cuja camada superficial exiba teores reduzidos de matéria organica e
carbono total. Solos com baixas concentragdes de célcio e elevados valores de sédio e

zinco parecem também favorecer a selec¢do de hospedeiros por P. cylindrus.

No sobreiro, o ataque deste insecto ocorre frequentemente associado a presenca do
fungo B. mediterranea (Sousa & Debouzie, 1993; Sousa, 2002). O papel deste agente
no declinio do sobreiro esta ja demonstrado (Torres Juan, 1975). A presenga simultanea
das duas espécies pode simplesmente ser interpretada pelas exigéncias similares para o
seu estabelecimento no hospedeiro, no entanto, ndo existem trabalhos especificos sobre

arelagdo destas duas espécies (Sousa et al., 2005).
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Como medidas de preven¢do, para além das medidas de sanidade recomendaveis em
qualquer povoamento, como sejam a remo¢do e¢ queima da madeira morta antes da
emergéncia de insectos adultos e o corte das arvores com sintomatologia de ataque
(também antes da dispersdo dos adultos), recomenda-se nos locais muito atacados a
utilizagdo de armadilhas constituidas por madeira recém-cortada ou com recurso a

substancias atractivas (Ferreira & Ferreira, 1991).

O desenvolvimento de armadilhas iscadas com atractivos semioquimicos no controlo
das populagdes de P. cylindrus em montado de sobro mostra grande potencial uma vez
que surge como alternativa ao eventual uso de insecticidas organicos e apresentam um
elevado grau de especificidade (Romeiras, 1995; Algarvio, 2000). Constatou-se que o
mecanismo de atrac¢do primaria envolvendo ambos os sexos de P. cylindrus é mediado
por compostos odoriferos de sobreiro (Novas, 2001), entre os quais poderdo estar o o-
thujeno, canfeno e B-pineno (Algarvio, 2000). Estes compostos deverdo fazer parte de
uma mistura odorifera mais ampla que podera estar relacionada com a debilidade
fisiologica da planta hospedeira (Algarvio, 2000). A detec¢do de componentes
feromonais, possivelmente em simultdneo com a detec¢do de alguns compostos com
origem na propria planta, desencadeara um processo de colonizagdo em massa
(Algarvio, 2000; Novas, 2001). A atrac¢do em massa de conspecificos para uma mesma
planta hospedeira permite aos insectos ultrapassar das defesas dessa planta. A feromona
de agregacdo de P. cylindrus devera ser constituida por uma mistura de tr€s compostos:
1-hexanol, sulcatol e sulcatona (Algarvio, 2000; Correia, 2003; Teixeira, 2003) e capaz
de atrair igualmente machos e fémeas, o que podera permitir o controlo directo deste

xilomicetofago (Algarvio et al., 2002; Barata et al., 2002; Teixeira et al., 2003).

Medidas correctivas de perturbagdes quimicas do solo poderdo também contribuir para
uma melhoria do estado das arvores e, consequentemente, para o controlo de novas
infestagdes. A toxicidade provocada por elevadas concentragdes de aluminio pode, por
exemplo, ser minimizada pela utilizagdo de agentes biologicos (como fungos

micorrizicos) ou meios quimicos (Bondout et al., 1994).
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O efeito de predagdo para o controlo de P. cylindrus em montado de sobro ¢ muito
limitado e em Portugal conhece-se apenas um insecto predador: Colydium elongatum F .,
enquanto que em Marrocos se conhece ainda Corticeus pini Panz. e Platysoma
oblongum F. Estas duas espécies existem também em Portugal mas associadas a outras

pragas florestais (Sousa & Inacio, 2005).

2.2.4. Os fungos no processo de colonizacio e de desenvolvimento do insecto

Sendo P. cylindrus um insecto xilomicetéfago e ambrosia, assegura o transporte de
propagulos dos fungos nos micangios (Batra, 1963). Estes ocorrem em ambos 0s sexos,
embora em maior numero na fémea (330 +/- 104) que no macho (5 — 25). Sdo estruturas
ovoides localizadas na parte superior do protorax e constituidas por cavidades semi-
esféricas onde sdo transportados os fungos. Os micangios tém ainda glandulas
secretoras que desempenham um papel importante no controlo do desenvolvimento dos
fungos indesejaveis assim como na manutengdo das condigdes favoraveis para os
fungos durante o voo e dispersdo dos insectos (Cassier et al., 1996).

A inoculagido dos fungos ocorre passivamente durante a abertura das galerias: o
processo de escavagdo das fémeas provoca o aumento das secregdes glandulares nos
micangios estimulando a saida dos esporos (Francke-Grosmann, 1967; Farris & Funk,
1965). As fémeas preparam ainda as galerias com uma mistura de serrim e exsudados
para a inoculagfio e desenvolvimento dos fungos (Baker, 1963), e sdo também mantidas
condi¢des favoraveis de temperatura e humidade dentro das galerias (Ferreira &
Ferreira, 1991). A observa¢do das galerias permite confirmar a existéncia de um
revestimento muito fino e de cor clara, constituido por micélio dos fungos simbiontes

(Inacio et al., 2005; Sousa et al., 2005).

Ap6s completar o ciclo biolégico no interior da arvore, enquanto os imagos aguardam
as condi¢des ideais para iniciar a procura de novos hospedeiros, os insectos vdo-se
deslocando nas galerias, contribuindo para a dispersdo aleatoria e ndo especifica dos

fungos transportados ao longo dessas galerias (Inécio et al., 2005).

Os fungos transportados e inoculados no hospedeiro sdo muito diversificados: R.

ambrosiae e R. montetyi sdo fungos ambrosia primarios especificos de P. cylindrus (Arx
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& Hennebert, 1965; Morelet, 1998). Para além destes, outros fungos tém sido isolados a
partir das galerias de P. cylindrus em Q. suber e outras quercineas, assim como
directamente a partir do insecto: micangios, contetido intestinal e exosqueleto (Quadro
4). Estes fungos terdo que assegurar as fung¢des indispensaveis de modo a permitir a
eficiente coloniza¢do do hospedeiro: para além do papel na alimentagido dos insectos,
poderdo contribuir para o enfraquecimento geral da arvore, auxiliar na degradagio da
madeira facilitando o processo de abertura das galerias e assegurar a gestdo equilibrada

das colonias fungicas no seu interior (Sousa & Inacio, 2005; Henriques et al., 2006).
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Quadro 4 — Fungos associados a Platypus cylindrus isolados de micangios, conteudo intestinal e
exosqueleto e suas galerias nos hospedeiros

Fungos Galerias Insecto

Quercus sp. | Q.suber | Q.rubra | micing. | cont.int. | exosq.

Acremonium sp. (syn. Cephalosporium

a C
sp-)

Alternaria sp. b b

Ascoidea sp. c ¢ c

Aspergillus carbonarius (Bainier)
Thom.

Botrytis sp. a

Candida sp. a a a

Ceratocystis piceae (Miinch) B.K.
Bakshi (teleom. Ophiostoma piceae a
(Miinch) Syd. & P. Syd.)

Ceratocystis pilifera (Fr.) C. Moreau a

Ceratocystis pluriannulata (Hedgc.) C.
Moreau

Coryne sarcoides (Jacq.) Tul. & C. Tul.
(teleom. Ascocoryne sarcoides (Jacq.) a
J.W. Groves & D.E. Wilson)

Endomycopsis platypodis .M. Baker &
Kreger (teleom. Hormoascus platypodis a a a
(J.M. Baker & Kreger) Arx)

Eurotium sp. C

Fusarium sp. a

Fusarium solani (Mart.) Sacc. (teleom.
Haematonectria haematococca (Berk. & c ¢ c
Broome) Samuels & Rossman)

Gliocladium roseum Bainier C c c

Gliocladium solani (Hartig) Petch. c c

Graphium sp. a

Moucor sp. b b

Mucorales a

Nodulisporium sp. c C

Paecilomyces variotii Bainier a

Penicillium sp. a c b b

Punctularia strigosozonata (Schwein)
P.H.B. Talbot

Raffaelea ambrosiae v.Arx & Henneb. c c c

Raffaelea montetyi M. Morelet d d

Seytalidium sp. c

Sporothrix sp. a a a

Stysanus sp. a

Trichoderma sp. b b

Trichoderma viride Pers. a ¢

Trichothecium roseum (Pers.) Link c

(a - Baker, 1963; b - Cassier ef al., 1996; ¢ - Sousa, 1996; d - Morelet, 1998)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS ASSOCIADOS A Platypus cylindrus

3.1.1. Origem do material

A recolha de material para a caracterizagdo dos fungos associados ao insecto apresentou
duas componentes: a partir de material vegetal e de galerias de insectos, e directamente
dos insectos. Simultaneamente, foram utilizados em alguns estudos culturas puras de
fungos associados ao insecto obtidos por Sousa (1996), assim como outros fungos de
referéncia que servem de controlo em determinados ensaios. Estes fungos pertencem a

Micoteca do Departamento de Protec¢do Florestal da Estagdo Florestal Nacional.

Para detecgdo e identificagdo de fungos a partir de galerias e material vegetal foram
abatidas arvores atacadas pelo insecto, estando o abate destas arvores dependente da
autorizagio pelas entidades competentes, e os toros transportados para o laboratorio. As
superficies cortadas foram revestidas com parafina a fim de evitar a sua desidratagéo e
os toros foram mantidos, durante todo o ensaio, numa sala fechada e exclusiva para o
efeito. Uma parte dos toros foi dissecada para o isolamento de fungos das galerias e da

madeira s, o restante material permaneceu intacto para a captura de insectos adultos.

Os insectos adultos foram através de um sistema composto por um saco de tecido
transparente (étamine) e um tubo plastico colocado sobre o orificio de entrada do
insecto. Uma junta de plasticina isolou a superficie de contacto (Figura 3) (Sousa,

1996).

Figura 3 — Toros instalados no laboratério para recolha de insectos.
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Os fragmentos de madeira foram recolhidos assepticamente seguindo uma estratificagio
espacial de acordo com Baker (1963) e Sousa (1996): cortiga, entrecasco, sec¢do antes
da localizagdo dos parentais, sec¢do larvar, camara pupal e extremidade das galerias
(Figura 4). Para cada secg¢do assim definida foram obtidas 6 amostras do revestimento,
da madeira da galeria, da madeira a 0,5 cm de distancia da galeria e a 1,0 cm de

distancia. De cada uma destas amostras foram efectuadas seis repetigdes.

2N

Figura 4 — Estratificagdo espacial das galerias: 1. cortiga; 2. entrecasco; 3. parentais; 4. larvas; 5. cAimara
pupal (adaptado de Sousa, 1996).

Todos os insectos foram recolhidos assepticamente e colocados em tubos
individualizados, sendo preferencialmente analisados de imediato ou conservados a
cerca de 4° C até a sua utilizagdo. Os insectos foram dissecados de modo a possibilitar o
isolamento directo de fungos a partir dos élitros ou outras partes do exosqueleto, dos
micangios e do contetdo intestinal. Foram amostrados 100 insectos em cada ano (2004,

2005 e 2006).

3.1.2. Observaciao dos insectos

Parte dos insectos adultos capturados foram observados para confirmar a sua
identificag@o e analisar as suas estruturas de transporte de fungos por P. cylindrus. Para
além da visualizagdo global do insecto com lupa binocular, micangios de machos e de

fémeas foram examinados em microscopia Optica e os seus orificios contados. Os
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insectos foram também observados em microscopia electronica de varrimento (SEM —
Scanning Electron Microscopy) de modo a verificar a presenga € forma de indculo
fingico transportado. Foram ainda fotografados outros aspectos do insecto em SEM. Os
exemplares sofreram uma metaliza¢%o a ouro: paladio (98: 2) e foram observados num
microscopio JOEL 35 SEM.

3.1.3. Isolamento e caracterizagio dos fungos

A preparagfo do material foi efectuada de acordo com a metodologia de Norris & Baker
(1968): antes de efectuar o isolamento dos fungos, de modo a evitar a contaminagéio
exterior, tanto os insectos como os fragmentos de madeira foram imersos numa soluggo
de hipoclorito de s6dio a 1% durante 1 minuto, depois passados por dgua destilada
esterilizada e secos em papel de filtro esterilizado, sendo colocados individualmente em
tubos esterilizados ou seguindo de imediato o procedimento de isolamento.

Os insectos foram dissecados & lupa binocular, sendo-lhes retirados os élitros (como
amostra do exosqueleto), micingios e conteddo intestinal que prosseguiram
directamente para isolamento. No primeiro ano de amostragem (2004) todos os insectos
foram preparados de acordo com o método da esterilizagdo fraccionada de Francke-
Grosmann (1967) e modificado por Batra (1985). Esta técnica consiste na exposigdo dos
insectos a condi¢des de humidade durante 12 horas, seguidas de uma secagem por igual
periodo, sendo o ciclo repetido trés vezes consecutivas. Em 2005 ¢ 2006, apenas 20
insectos por ano foram sujeitos a esta técnica antes do isolamento e os restantes 80

insectos da amostra prosseguiram directamente para o isolamento apds emergirem.

Ap6s o processo de desinfecgiio exterior, tanto os fragmentos de madeira como as partes
dos insectos foram transferidas para placas de Petri de 50 mm de didmetro com 10 ml
de meio gelosado de extracto de malte (MEA, Difco™ Malt Agar), suplementado, apos
autoclavagem e arrefecimento a 45° C, com 500 mg de estreptomicina por litro de meio
(MEA + E) e MEA suplementado do mesmo modo com 500 mg (Upadhay, 1981) de
ciclohexamida (MEA + C) por litro de meio. A estreptomicina € um antibiético de largo
espectro que actua contra bactérias permitindo o crescimento normal da maioria dos
fungos (Hawksworth et al., 1995), enquanto a ciclohexamida para além de
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antibacteriano ¢ também um composto antifiingico usado para seleccionar fungos do
complexo Ceratocystis/ Ophiostoma (Harrington, 1981; Hawksworth ef al., 1995). As
placas foram incubadas na obscuridade a 25+1° C até ao aparecimento de micélio, sendo
as diferentes colonias de fungos isoladas por repicagens sucessivas em MEA até a

obtengdo de culturas a partir das quais se estabeleceram culturas monospéricas.

As diversas culturas obtidas foram quantificadas e agrupadas de acordo com as suas
caracteristicas macroscopicas tendo sido escolhidos representantes de cada grupo para

identificag8io ao nivel do género.

Fungos representantes de cada grupo de fungos foram transferidos para MEA inclinado
em frascos MacCartney e conservados a 4° C, assim como para frascos de agua
destilada esterilizada igualmente conservados, de modo a garantir a sua preservagéo e

viabilidade para posteriores estudos.

A identificag¢do dos fungos foi baseada nas caracteristicas culturais e morfoldgicas dos
conidiéforos e conidios de acordo com Ellis (1971, 1976), Lanier et al. (1978), Kiffer &
Morelet (1997) e Barnett & Hunter (1998). Para uma melhor observagdo dos isolados
fizeram-se, para além de preparagdes extemporaneas, ldminas de Riddell de modo a
evitar a destruicdo das estruturas reprodutivas dos fungos. Todos os trabalhos de

microscopia Optica foram efectuados no microscopio Olympus BX41TF.

Os géneros mais frequentes (mais do que 10% do total de isolados obtidos) ou cujas
referéncias na bibliografia consultada indiciaram alguma relevincia ao nivel da
interacgdo insecto-fungo-hospedeiro prosseguiram nos estudos de caracterizagéio e

fungdo desempenhada nesta interacgfo.

Caracterizac¢io morfocultural e sensibilidade a ciclohexamida
Para cada um dos géneros de fungos foi feita a caracterizagdo cultural, morfoldgica e

biométrica dos conidios. Simultaneamente, ¢ de modo a complementar as identificagGes

baseadas em caracteres morfologicos, foi efectuada a amplificagfio € sequenciagio de
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regides do DNA ribossomal de acordo com a informagdo bibliografica referente a cada

género.

A observagiio macroscopica dos fungos foi baseada em culturas em meio dextrosado de
batata (PDA, Difco™ Potato Dextrose Agar) em placa de Petri de poliestireno de 90
mm, com 20ml de meio, incubadas na obscuridade a 25+1° C. Como in6culo, foram
utilizados cilindros, com 5 mm de didmetro, retirados da zona periférica de cada uma
das colonias dos fungos em estudo. Foram registados e fotografados os seguintes
aspectos das culturas (frente e verso): aspecto cultural, densidade, coloragdo, frente de
crescimento, aspecto a transparéncia e zonagem. A cor das culturas foi determinada por
comparagio com a carta de cores de Saccardo (1891).

A caracterizagio morfoldgica, tanto das estruturas reprodutivas assexuadas como das
estruturas vegetativas, baseou-se na observag8io microscopica dos fungos com recurso a
laminas de Riddell, prepara¢gdes extempordneas montadas com &gua destilada,
lactofenol ou coradas com azul de algodéo e respectivo registo fotogréfico.

Com o objectivo de induzir a produggo de estruturas sexuadas em fungos eventualmente
autoférteis, utilizou-se o meio de cultura constituido por uma base minima de sais e
palitos previamente autoclavados dispostos em “N” ligeiramente embebidos no meio.
Dois inéculos do mesmo isolado foram colocados a cerca de 1 cm do bordo da placa,
em posi¢des opostas. As placas foram incubadas & temperatura ambiente e sob luz
fluorescente permanente durante varios meses, até ao aparecimento de qualquer tipo de
estrutura. Este meio de cultura foi descrito por Guerber & Correll (2001) e a
metodologia adaptada a este trabatho.

A biometria dos conidios dos diferentes fungos foi determinada tanto em PDA como em
gelose de folha de craveiro (CLA, Carnation Leaf Agar) (Crous et al., 1992) sendo as
placas de cultura incubadas na obscuridade a 25+1° C durante cinco a dez dias. Para
cada meio de cultura, foram medidos 40 conidios por fungo em preparagdo
extemporéanea, utilizando uma ampliagdo de x600. Na interpretagio dos resultados fez-
se a andlise de varidncia do comprimento e da largura dos conidios dos diferentes
fungos comparando o efeito dos dois meios de cultura, através do programa
STATISTICA (version 6 - StatSoft, Inc., 2003), tendo-se utilizado o teste de Wilks’
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lambda na comparagio de médias. Foi também efectuada a analise de varidncia dos
valores das dimensGes dos conidios de dois isolados de Raffaelea sp. nos dois meios e

para comparagéo das médias recorreu-se ao teste LSD.

Determinaram-se as temperaturas minimas, Optimas e maximas para o crescimento
micelial dos fungos em estudo. As placas de Petri, contendo 20 ml de PDA, foram
inoculadas e colocadas em estufas de incubag¢fo na obscuridade, durante 14 dias. As
temperaturas estudadas foram 0% 2,5°% 5° 7,5°% 10°; 15°% 20°; 25°; 27,5°% 30° 32,5°% 35°
37,5°% 40°% 42,5° e 45°C. Para cada fungo, foram efectuadas seis repetigGes por
temperatura. Diariamente, ou de dois em dois dias no caso de fungos com taxa de
crescimento mais lenta, efectuou-se a medig8io do didmetro da colénia segundo duas

direcgdes ortogonais para cada repetigdo.

Para cada fungo foi analisada a evolugdo do crescimento micelial acumulado e dos
acréscimos didrios para as diferentes temperaturas testadas. Considerando o didmetro
atingido ap6s a fase de crescimento exponencial ou, nos casos em que essa fase néo foi
evidente, o valor mediano das dimensées aferidas ao longo do tempo, foi registado o
numero de dias que cada fungo levou a atingir esses didmetros, para as temperaturas que
apresentaram valores de crescimento Optimos préximos. Foram comparadas as médias
desses valores utilizando um teste T, de modo a definir os intervalos de temperaturas

Optimas de crescimento.

Para testar a tolerdncia/ sensibilidade dos fungos cujos teleomorfos poderiam pertencer
ao complexo Ophiostoma avaliou-se o seu crescimento em placas de Petri de 90 mm
com 20 ml de MEA suplementado com as seguintes concentra¢des de ciclohexamida: 0,
5, 10, 100, 500 e 1000 ppm, incubadas na obscuridade a 27,5+1° C durante 5 dias
(Harrington, 1981; Wingfield, comunica¢do pessoal). Testaram-se trés isolados
diferentes para cada fungo e um isolado de O. ulmi como controlo positivo, com 6
repeticdes de cada isolado. Os resultados foram obtidos por comparaggio do crescimento

66 e

em MEA n#o suplementado (0 ppm), sendo registando “+” para crescimento ou “-“ para

auséncia de crescimento.
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Andilise molecular

A analise molecular dos isolados baseou-se na amplificagfo e sequenciaggo de regides
do DNA ribossomal de acordo com a informag8o bibliografica referente a cada género,
de modo a permitir a comparagdo com sequéncias ja publicadas. Esta fase do trabalho
foi levada a cabo pela empresa STABVIDA, Oeiras.

A extracgdo do DNA foi realizada com o kit “Puregene® DNA Purification Kit”,
especifico para fungos, seguindo o protocolo proprio. A avaliagdo da quantidade e
qualidade do DNA obtido foi efectuada por electroforese em gel de agarose a 1% (p/v)
em TAE (em solugfio tampdo Tris-acetato 40 mM EDTA 1mM pH 8.0). A electroforese
decorreu durante 20 minutos a 110 volts e utilizou-se 10 pl da amostra, 1 pl de Loading
Dye (azul de bromofenol) e o marcador A PST I (Fermentas).

A partir dos extractos de DNA genomico procedeu-se a amplificagdio das regiles
escolhidas para cada género. No Quadro 5 estdio descritos a regido amplificada, os

primers utilizados e respectivas referéncias bibliograficas para cada um dos géneros.

Quadro 5 — Regido amplificada e respectivos primers utilizados para cada fungo

Regifio . TS
Fungo amplificada Primers Referéncias bibliogrificas
NS3 White ef al., 1990; Cassar &
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC Blackwell, 1996, Jones &
BS/B6 | 185 rDNA NS6 Blackwell, 1998 ¢ Rollins f
GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC | al, 2001
ITS4
ITS1-5,8STS2 | TCCTCCGCTTATTGATATGC
B7 DNA ITS1 Zuccaro et al., 2004
TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 : .
ITS1-5,8S1TS2 | TCCTCCGCTTATTGATATGC Whitc et al., 1990; Collado
BS et al., 2001; Platas e al.,
DNA TS5 oo
GGAAGTAAAGTCGTAACAAGG
1500F -
Ueda-Nishimura & Mikata,
B4 18S rDNA GATGCCCTTAGACGTTCTGG 1999; Ueda-Nishimura &
550F Mikata, 2000
GCAGCCGCGGTAATTCCAGC
TTS1
- ITS1-5,8S-ITS2 | TCCGTAGGTGAACCTGCGG White ef al., 1991; Hermosa
DNA ITS4 et al., 2000
TCCTCCGCTTATTGATATGC
LROR
P23 | 28S1DNA S;;‘CCCGCTGAACWAAGC Rehner & Samuels, 1994
TACTACCACCAAGATCT
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Cada reacglio de amplificagdo foi realizada num volume final de 50 pl contendo a
mistura indicada no Quadro 6, & qual se adicionou 1 pl de DNA. Utilizou-se um
controlo positivo € um negativo na Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR
decorreu segundo o programa referido no Quadro 7, num aparelho PCR My Cycler
(Biorad).

Quadro 6 - Composigdo da mistura usada na amplificagfio de DNA dos fungos na técnica PCR

Reagente Concentragiio
Tampéo PCR 1x
MgCl, 1,5 mM
dNTP’s 0,2 mM
Primer Forward 0,2 uM
Primer Reverse 0,2 uyM
Taq 0,02 U/ul

Quadro 7 - Programa de amplificagfio de PCR utilizado

Etapa Temperatura [°C] | Tempo |[minutos) Ciclos
Desnaturagiio inicial 95°C Smin 1
Desnaturagiio 94°C 1min
“Annealing” 50°C 1min 35
[Extenciio 72°C Imin
[Extengdio final 72°C S5min i
lAn'efecimento final 4°C s 1

A analise do produto amplificado foi feita por electroforese em gel de agarose a 1% em
TAE. A electroforese decorreu durante 20 minutos a 110 volts e utilizou-se 5 ul da
amostra ¢ 1 pl de Loading Dye (azul de bromofenol) € o marcador A PST I (Fermentas).

A purificagéio dos produtos de PCR foi feita com o kit “Jet Quick PCR Purification Spin

Kit” (Genomed) de acordo com o protocolo proprio.

As reacgdes de sequenciaggio foram efectuadas usando os primers de PCR com Kit BDT
v1.l1 (Applied Biosystems). A electroforese capilar decorreu no sequenciador ABI
PRISM 3700 (Applied Biosystems) e os resultados foram analisados com o Software
Sequencing analysis 3.7.
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Utilizou-se o programa BioEdit versdo 7.0.5.3 para juntar as sequéncias
complementares ¢ o programa Basic Local Alignment Search Tool (Blast) para
pesquisar sequéncias homdlogas no GenBank (NCBI); o alinhamento foi efectuado com
BioEdit ¢ as analises filogenéticas foram realizadas usando o programa MEGA versdo
3.1 (Kumar, Tamura, Nei 2004).

3.2. AVALIACAO DO PAPEL DOS FUNGOS NA ECTOSSIMBIOSE

Com o objectivo de avaliar a importincia e a fungio dos fungos isolados foram
realizados varios testes especificos determinantes da sua participagfio na interacgfio
insecto-fungo-hospedeiro: o potencial de degradagio de madeira e a acgfio antagonista
dos diferentes fungos. A determinagfio dos fungos directamente envolvidos na
alimentagdo dos insectos foi efectuada através da andlise dos seus contetidos intestinais.

3.2.1. Degradaciio de madeira

Foi efectuado um rastreio da potencial actividade celulolitica e lenhinolitica dos fungos
em estudo utilizando testes colorimétricos que se baseiam fundamentalmente em

altera¢des de cor dos substratos usados nos meios de cultura.

Detecgiio de celulases

A andlise da actividade celulolitica foi efectuada com recurso ao teste baseado nas
caracteristicas da celulose-azure. Sendo a celulose-azure um corante associado a cadeias
de celulose, quando as celulases actuam, esta associagfo desfaz-se e o corante liberta-se,
difundindo-se no meio gelosado. O grau relativo de celullise detecta-se pela maior ou
menor quantidade de cor azul que se difunde da camada superior para o meio basal A.
Assim, e de acordo com Valente et al. (2002), procedeu-se do seguinte modo:

e Preparacio do meio A —adicionou-se 0,1 g de NH4H,POy4, 20 mg de KCl, 20 mg
de MgS04.7H;0, 100 ml de 4gua destilada, acertou-se o pH para 4,5+0,2 e, por
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fim, adicionou-se 1,2 g de agar. O meio foi dissolvido e dividido por tubos com
6 ml de meio cada um. Estes foram autoclavados a 121° C, durante 15 minutos, e
deixados a temperatura ambiente até solidificarem.

Preparagéio do meio B — adicionou-se 0,05 g de NH;H,PO4, 10 mg de KCl, 20
mg de MgS0,4.7H;0, 33 ml de agua destilada; acertou-se o pH para 4,5+0,2 e,
por fim, adicionou-se 0,6 g de agar. Dissolveu-se ¢ autoclavou-se o meio, sendo
depois mantido em banho-maria a 60° C.

Preparagéio de solugéio de celulose-azure — suspendeu-se 0,5 g de celulose-azure
(Sigma) previamente autoclavada em dgua destilada e esta foi deixada durante a
noite em agitac@o. No dia seguinte, de modo a lavar a celulose-azure e retirar o
corante ndo associado a celulose, foram efectuadas centrifugagdes até que o
sobrenadante se apresentasse transparente. Adicionou-se ao precipitado final 17
ml de agua destilada e, a quente, adicionou-se o meio B & celulose-azure,
constituindo esta mistura o meio C. Em condi¢Ges de assepsia, a cada um dos
tubos com meio A preparados, adicionou-se 1,5 ml do meio C. Os tubos foram

inoculados e mantidos a 30°C na estufa durante 17 dias.

Detecgéio de lenhinases

Para detecgfio das lenhinases recorreu-se a trés tipos de meios cuja constitui¢io ¢

semelhante possuindo apenas diferentes substratos na sua composigdo. Estes ensaios sio

considerados presuntivos pois utilizam-se compostos corantes que sdo degradados pelo

complexo enzimético que é comum as lenhinases. Assim, uma diminui¢do da

intensidade da cor caracteristica do meio, resultado da degradagfio do composto corante

inicial, indicia que o fungo presente é potencialmente degradador da lenhina. O uso de

diferentes substratos confere fiabilidade em caso de concordincia de resultados. Os

diferentes meios foram preparados de acordo com Valente ef al. (2002):
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Meio de azul dextrano — adicionaram-se 0,5 g de glucose, 0,025 g de peptona
micolégica, 0,0025 g de extracto de levedura, 0,125 g de azul dextrano, 3,75 g
de agar e 250 ml de 4gua destilada. Depois de dissolvido o meio foi autoclavado
e plaqueado. As placas inoculadas permaneceram na estufa a 30°C durante 25
dias.
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e Meio de azul de Coomassie — este meio foi preparado de modo semelhante ao
anterior mas substituindo o azul dextrano por 0,0125 g de azul de Coomassie. As

placas permaneceram na estufa a 30°C durante 25 dias.

e Meio de azul de metileno — de preparagio idéntica ao primeiro meio mas usando
0,00125 g de azul metileno em substituigio do azul dextrano. As placas

permaneceram na estufa a 30°C durante 25 dias.

3.2.2. Acgéio antagonista

Foram utilizadas placas de Petri de poliestireno quadradas com 100 mm de lado, com 40

ml de PDA, inoculadas com cilindros de 5 mm de didmetro de acordo com os esquemas

representados na Figura 5, incubadas a 27,5+1° C, na obscuridade e por um periodo

suficiente para observar o aspecto da frente de crescimento de cada fungo relativamente

aos fungos adjacentes. O esquema de inoculagio escolhido permite que todos os fungos

em estudo sejam confrontados entre si e auto-confrontados, sempre com seis repetigdes.

A inoculagdo com os varios fungos foi feita de dois modos: (1) simultancamente e (2)

de modo faseado dando vantagem temporal aos fungos cujo crescimento ¢ mais lento. A

ordem e tempos de inoculagfo utilizados no segundo método testado estio indicados no

Quadro 8.

1! 4 1

1

7

1

Figura 5 — Esquema de inoculago dos fungos nos testes de antagonismos. Cada miimero indica a posi¢do

relativa de cada fungo em estudo.
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Quadro 8 — Tempo de inoculagfo dos diferentes fungos no teste de antagonismo com inoculagfo faseada

Dia de inoculagiio Fungo

Raffaclea sp. (BS)

Raffaelea sp. (B6)
Acremonium sp.

Gliocladium sp.

Nodulisporium sp.

Scytalidium sp.
Trichoderma sp.

O 00 | W] W | e

Os resultados dos testes de antagonismos foram observados de acordo com os critérios
adaptados de Wald et al. (2004): sobreposigfio (quando o fungo cresce sobrepondo-se a0
micélio do outro), invasio (quando o fungo cresce mais rapido que o outro, invadindo o
seu espago), “deathlock” (quando o crescimento dos dois fungos é mutuamente inibido).
A cada comportamento foi atribuido um valor: 4 sobreposi¢do o valor 1; a invasio 0,75;
ao deathlock 0,5; quando o fungo foi invadido 0,25 e sobreposto 0. Foi calculado o
valor médio das seis repetigdes de cada confrontagio e representado numa barra que
simboliza o comportamento dos dois fungos confrontados. O comprimento total da
barra significa o valor 1 e estd dividida em quatro intervalos (0 — 0,25 — 0,5 - 0,75 — 1),
o intervalo preenchido por cada fungo (pela respectiva cor) simula o seu comportamento

na confrontag3o.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos transportados por P. cylindrus podem ter um papel determinante no sucesso
da colonizagdo dos sobreiros susceptiveis. De modo a identificar esta micoflora, foram
realizados isolamentos de fungos das galerias e directamente do insecto, e observadas as
estruturas especializadas de transporte para verificar a presenga de indculo fingico. Os
principais fungos isolados foram depois caracterizados e testadas possiveis fun¢des na

interac¢do insecto-fungo-hospedeiro.

4.1. O INSECTO Platypus cylindrus E AS SUAS ESTRUTURAS ESPECIFICAS DE

TRANSPORTE DE FUNGOS

Dos toros de sobreiro instalados no laboratério emergiram insectos, identificados de
acordo com Balachowsky (1949) como P. cylindrus. Também os sinais exibidos,
nomeadamente os orificios circulares com cerca de 2 mm de didmetro que servem de
entrada e saida ao imago e o serrim acumulado, indiciaram a presenga activa destes

insectos.

As observagdes de P. cylindrus em SEM permitiram confirmar a identificagdo
especifica pela visualizagdo das caracteristicas do insecto referidas em 2.2. e verificar as
diferencgas exteriores entre machos e fémeas ao nivel de dimensdes, sendo a fémea
maior do que o macho, e pela presenga dos apéndices posteriores no macho (Figura 6a e
b). Em ambos os sexos, na regido do protérax estdo localizados os micangios, mais
visiveis nas fémeas por existirem em muito maior nimero (Figura 6¢ e d): segundo
Baker (1963) sdo elas que transportam e inoculam os fungos nas galerias, razdo pela
qual possuem maior nimero de micéangios (Cassier ef al., 1996). Esta variagdo nos
micangios entre os dois sexos foi também determinada em microscopia optica. O
nimero de micangios por macho varia de 1 a 47 orificios por individuo, sendo o niimero
médio 16; entre os dois lobulos dos micdngios ndo se verificaram diferengas
quantitativas (8 orificios em média em ambos os l6bulos). Nas fémeas o nimero de
orificios € bastante superior, tornando-se invidvel a sua contagem por este método, pelo

que ndo foram quantificados. A presenga de fungos nos micangios pode ser comprovado
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por SEM: a maioria dos orificios encontram-se preenchidos, sendo visiveis em alguns

casos estruturas com aparéncia de hifas e esporos (Figura 6e).

Figura 6 Fotografias de Platypus cylindrus por SEM: a) fémea; b) macho; ¢) micéngios de fémea; d)
micangios de macho; e) estruturas fingicas nos micangios de fémeas.
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4.2. FUNGOS ASSOCIADOS A Platypus cylindrus E SUAS GALERIAS EM SOBREIRO

Foram obtidos varios fungos dos isolamentos realizados tanto a partir das diferentes
partes de P. cylindrus como de todas as zonas das suas galerias. Entre estes fungos
encontram-se os considerados ambroésia (especificos da interacgdo insecto-fungo),
alguns potencialmente patogénicos para o sobreiro, outros mais generalistas mas ja
anteriormente relacionados com esta associa¢do e ainda outros cosmopolitas. A maioria
dos fungos foi identificada até ao género, excepto no caso dos pertencentes a ordem
Mucorales. Em alguns casos, ndo foram observaveis estruturas que possibilitassem essa
identificag@o e/ou a sua frequéncia ndo o exigiu, sendo esses fungos englobados sob a

designagdo “diversos”. No Quadro 9 estdo enumerados os fungos obtidos.

Quadro 9 — Ordens e géneros de fungos isolados a partir de insecto Platypus cylindrus e suas galerias em
sobreiro

Fungos isolados Origem
Ordem Género Insecto Galerias
Aspergillus X X
Eurotiales Paecilomyces X X
Penicillium X X
Helotiales Botrytis X
Acremonium X X
Beauveria X
Hypocreales Fusarium X
Gliocladium X X
Trichoderma X X
Mucorales - X X
Ophiostomatales Raffaelea X X
Saccharomycetales Geotrichum X
Sordariales Chaetomium X
Streptomycetales Streptomyces X
Rylariailes Nodulis,z.)o'rium X X
Scytalidium X X

4.2.1. Caracteriza¢do morfocultural e molecular dos fungos e sua potencial

importancia na interacgio
A identificacdo dos fungos ao nivel de género baseou-se nas suas caracteristicas

culturais e microscopicas. Da totalidade de fungos isolados foram seleccionados, com

base na bibliografia consultada, tanto referente aos fungos e sua participagdo em
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associagdes com insectos, como referente aos fungos que ocorrem naturalmente na
madeira, e¢ pela sua frequéncia, os géneros Raffaelea sp., Acremonium sp.,
Nodulisporium sp., Scytalidium sp., Trichoderma sp. e Gliocladium sp. para os ensaios
sobre as possiveis fungdes desempenhadas na interacgdo insecto-fungo-hospedeiro.
Estes fungos foram caracterizados mais pormenorizadamente, tanto a nivel cultural

como molecular, na perspectiva de uma identificagdo especifica.

A caracterizagdo cultural dos géneros seleccionados, baseada nas observagdes
macroscopicas esta registada no Quadro 10, podendo verificar-se os respectivos
aspectos observados na face superior e inferior do meio de cultura, ilustrados na Figura
7. De seguida ¢é apresentada a caracterizagdo morfoldgica e molecular dos mesmos
géneros e discutida a sua possivel relagdo com o insecto P. cylindrus e o hospedeiro.

Posteriormente apresenta-se a descrigdo sumaria dos restantes fungos isolados.

Raffaelea sp. | Raffaeleasp. | Acremonium | Nodulisporium Scytalidium Trichoderma Gliocladium
-B5 - B6 sp. sp. sp. sp. sp.

Colénia Fungo

Face
superior
Colonia
jovem
U}
Face
inferior
Face
superior
Aspecto
tipico
da
colénia
2
Face
inferior

Figura 7 — Aspecto cultural, da face superior e inferior, dos géneros de fungos cultivados em PDA; (1)
aspecto da colonia jovem, isto €, antes de atingir o bordo da placa; (2) aspecto tipico das col6nias apds 21
dias de crescimento; para os géneros Nodulisporium, Scytalidium e Trichoderma observam-se alteragdes
nomeadamente ao nivel da colorago.
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Raffaelea spp.

Os fungos do género Raffaelea foram isolados de insectos e galerias em sobreiro. Neste
género distinguiram-se desde o inicio do trabalho dois isolados aparentemente
diferentes, designados B5 e B6, sendo s6 posteriormente obtidos outros isolados
diferentes por o seu aspecto cultural nfio apresentar nitidamente caracteristicas deste
genero, designados X e M. De facto, destes dois isolados foram obtidos poucas culturas
pelo que poderdo ter sido subvalorizados, particularmente no caso da Raffaelea M. Este
fungo ndo foi contabilizado nas duas primeiras épocas de amostragem por se confundir
com contaminantes.

O isolado B5 caracteriza-se por hifas septadas e hialinas, que se associam em corddes
compactos (Figura 8a); conidi6foros macronematosos € mononematosos, erectos,
septados, estreitos € com 4pice afilado; conidios simpodulospéricos, originados
sucessivamente no 4pice do conidioforo, deixando cicatrizes apés a sua libertagdo,
unicelulares, hialinos, de forma varidvel: triangular, oval e alantéide (Figura 8b e ). As
dimensdes dos conidios triangulares (mais frequentes) em PDA sfo 5,01-8,35um x
1,67-3,34 um, enquanto que em CLA sdo 2,51-5,01 pm x 0,84-1,67 um. Verificou-se a
formagdo de esclerotos negros em PDA apés trés semanas de incubagdo (Figura 8d)ea
formagio de esporodoquios sobre os palitos do meio descrito por Guerber & Correl
(2001) (Figura 8e). Este isolado podera ser R. ambrosia (Arx & Hennebert, 1965; Batra,
1966): a ocorréncia desta espécie era espectével, sendo este o principal fungo ambrésia

de P. cylindrus descrito.

No isolado B6 observam-se hifas (Figura 8f) e conidiéforos semelhantes aos de BS,
ainda que ndo se verifiquem cicatrizes nos locais de formag#io e libertagdo de conidios
tdo acentuadas. Os conidios t&m formas variadas: triangulares, ovéides e fusiformes
(Figura 8g, h ¢ i). As dimenses dos conidios em PDA sio 3,34-5,01 pum x 1,67-3,34
um, em CLA sdo 3,34-5,01 um x 1,67-2,51 pum. Este isolado apresenta os aspectos
macro e microscopicos muito varidveis e inconclusivos relativamente 3 identificagdo

especifica.
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O aspecto macro e microscopicos dos isolados M e X ¢ diferente dos ja descritos. O
isolado X mostra um aspecto leveduléide, olivaceo escuro a negro e com afloramentos
feltrosos brancos no centro; os seus conidios apresentam forma variada piriforme a
globosa, alguns germinam in situ originando cadeias monilioides de aspecto toruloso, as
suas dimensdes em PDA sdo 20-5 pm x 7,5-2,5 pm (Figura 8j e 1). A descri¢do deste
isolado coincide com a de R. canadensis (Batra, 1967). O isolado M apresenta um
crescimento relativamente rapido, formando culturas acastanhadas de aspecto
leveduloide a farinoso e com hifas aéreas longas, vigorosas, esparsas; os conidios sdo
claviformes de base truncada e de dimensdes 10,02-5,01 pum x 5,84-2,51 um em PDA
(Figura 8m). Estas caracteristicas estdo de acordo com a descrigdo de R. montetyi
(Morelet, 1998).

Figura 8 — Estruturas observadas em fungos do genero Raffaelea, (a-¢) isolado B5: a) corddes de hifas
(x100), b) conidiéforo com conidios triangulares (x600), ¢) conidiéforo com conidios alantéides (x600),
d) escleroto (x20), €) esporodéquio (x10); (f-i) isolado B6: f) corddes de hifas (x200), g) conidioforos e
conidios fusiformes a alantéides (x600), h) conidios triangulares (x1000), i) conidios e conidi6foros
fusiformes (x600); (j-1) isolado X: j) cadeias monilioides (x600), I) conidi6foros e conidios (x600); m)
isolado M, conidi6foros e conidios (x600).

A gama de temperaturas a que se desenvolvem os isolados B5 € B6 € equivalente,
variando dos 10° aos 35°C. No entanto, o intervalo Optimo de crescimento ¢
ligeiramente diferente nos dois casos: enquanto para o isolado B5 ¢ 20°- 30°C, com um

maximo a 27,5°C, para o isolado B6 é 20°- 32,5°C, com um méximo a 30°C (Anexo 1).

Estes foram testados quanto a tolerAncia ou sensibilidade a ciclohexamida

comparativamente com um isolado de Ophiostoma ulmi como controlo positivo. Como
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se verifica na Figura 9, todos os fungos se desenvolveram nas diferentes concentragdes
de ciclohexamida, observando-se uma diminui¢do de crescimento a medida que a
concentragdo de antibidtico aumenta. A ciclohexamida ¢ um antibidtico que inibe a
sintese proteica na maioria dos eucariotas. No entanto, espécies do complexo
Ceratocystis/ Ophiostoma tém uma parede celular tipica (composta por celulose e
ramnose) cuja estrutura impede a entrada das moléculas de antibidtico na célula,
tornando estes fungos tolerantes a ciclohexamida (Harrington, 1981). Para ambos os
isolados de Raffaelea (B5S e B6) ficou, assim, verificada a semelhan¢a de

comportamento com este complexo.

[Ciclohexa-|

mida] 0 ppm 5 ppm 10 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm
Fungo

Raffaelea sp.
-B5

Raffaelea sp.
-B6

Ophiostoma
ulmi

Figura 9 — Resultados do teste de sensibilidade a ciclohexamida.

A sequenciagdo parcial da subunidade pequena (18S) do rDNA dos isolados do género
Raffaelea permitiu, mais uma vez, posicionar este género na ordem Ophiostomatales.
Aplicando o Blast as sequencias obtidas, verifica-se para a maioria dos isolados,
incluindo os isolados BS ¢ B6, uma maior semelhanga com vérios fungos do género
Ophiostoma, nomeadamente O. ulmi, O. quercus e O. piliferum; para o isolado X e
outros aparentemente iguais maior semelhanga com R. canadensis, seguida de
Ophiostoma spp.; e para o isolado M maior semelhanga com R. montetyi (Anexo 2). No
entanto, a comparagdo entre as sequéncias de todos os isolados e espécies

potencialmente relacionadas, baseadas nos resultados de Blast e na bibliografia sobre as
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espécies, ndo foi conclusiva, ndo permitindo a construgio de uma arvore filogenética
significativa. O recurso a estas andlises moleculares nem sempre nos permite uma
apreciagio suficientemente proxima da realidade, sdo utilizadas apenas pequenas
fracgBes do vasto e complexo genoma dos organismos, pelo que a sequéncia comparada
podera ndo ser suficientemente representativa. Para o caso de Raffaelea spp., sendo
fungos muito pouco estudados, sdo poucas as sequéncias disponiveis para comparagdo €

a maioria so provenientes de culturas j4 muito antigas.

A comparagfo das sequéncias de vérios isolados vem corroborar a hipétese de estarem
associadas a P. cylindrus pelo menos trés grupos de Raffaelea sp. distintos, apesar de as
relagdes dentro de cada grupo ndio serem satisfatoriamente nitidas (Figura 10): os
isolados B, B5, B6, A ¢ C constituem um grupo mais préximo de R. ambrosiae, os
isolados D, E e X estfio mais relacionados com R. canadensis e o isolado M com R.

montetyi.

16 — Raffaelea sp. (B)

23 L Raffaelea sp. (B5)

100 Raffaelea sp. (B6)
Raffaelea sp. (A)
Raffaelea sp. (C)
Raffaelea sp. (D)
100 ——— Raffaelea sp. (E)
38L——— Raffaclea sp. X
Raffaelea sp. (M)

67

Figura 10 — Relagio entre vérios isolados de Raffaelea sp. obtidos de Platypus cylindrus e suas galerias
em sobreiro.

Os fungos do género Raffaelea destacam-se dentro da diversidade de fungos obtidos
pela sua ja conhecida relagdo especifica com P. cylindrus. Encontram-se descritas doze
espécies neste género, a maioria associada a insectos ambrésia (Kubono & Ito, 2002;
Bisby et al., 2006). Em relagdio a P. cylindrus foram ja identificados R. ambrosia e R.
monteyi como seus fungos ambrésia principais (Arx & Hennebert, 1965; Morelet,
1998). Em termos bibliograficos ha ainda a considerar Sporothrix sp. descrito por Baker
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(1963) que foi posteriormente classificado por Arx & Hennebert (1965) como R.
ambrosiae, assim como isolados de Cephalosporium sp. efectuados por Baker (1963) e
um fungo acastanhado nfio indentificado por Cassier et al. (1996) mais tarde
classificado como R. montetyi por Morelet (1998).

Raffaelea ¢ um género mitospdrico pouco estudado, talvez pela sua natureza criptica:
embora cosmopolitas (Kiffer & Morelet, 1998), vivendo em simbiose com os insectos
ndo sdo comummente observados. Apesar de continuar desconhecida a sua fase
sexuada, observagdes do desenvolvimento conidial de Raffaelea spp. sdo concordantes
com a posicdo deste género dentro do grupo dos Ophiostomatales (Gebhardt &
Oberwinkler, 2005). Segundo os resultados da analise de sequéncias de 18S-rDNA, se
excluirmos R. hennebertii Scott & du Toit, 0 género Raffaelea forma uma linhagem
monofilética que representa um grupo muito préximo de espécies de Ophiostoma (Jones
& Blackwell, 1998).

Estudos sobre o declinio das quercineas na Europa mostram que fungos do complexo
Ophiostomal Ceratocystis sdo frequentes patogénios de espécies de Quercus (Badler,
1992; Degreef, 1992; Delatour et al., 1992). Santos et al. (1999) registaram a ocorréncia
de Ophiostoma sp. em Q. suber em Portugal. O efeito de Raffaelea spp. em Q. suber é
ainda desconhecido, no entanto, no Japdo foi provada a patogenicidade de R. quercivora
Kubono & Ito, ambrésia primario do insecto P. quercivorus Murayama, associada a um
fenémeno de mortalidade massiva de Fagéceas, especialmente Q. serrata Thunb., Q.
mongolia Fich. e Q. crispula Blume (Kubono & Ito, 2002; Kinuura & Kobayashi,
2006).

Acremonium spp.

Os fungos do género Acremonium sdo caracterizados por hifas septadas e hialinas, por
vezes associadas por anastomoses, formando corddes com vérias células de didmetro
(Figura 15a); conidi6foros macronematosos € mononematosos, erectos, simples,
estreitos ¢ afilados no dpice, com septo basal a separar das hifas vegetativas. No apice
do conidi6foro sdo produzidos conidios fialospéricos, unicelulares, de forma ovéide,

agregados numa gota mucilaginosa (Figura 15b). As dimens&es dos conidios em PDA
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s30 5,01-8,35 um x 1,67-3,34 um e em CLA sdo 4,18-11,69 um x 1,67-3,34 um. Este
fungo cresce no intervalo de temperaturas de 10° a 35°C, apresentando um 6ptimo de
20° 2 27,5°C ¢ um méaximo de crescimento a 25°-27,5°C (Anexo 1).

As observagdes morfolégicas de Acremonium sp. pdo sdo conclusivas para a
identificagfio a nivel especifico. Este género é muito vasto (93 espécies enumeradas em
Bisby et al. (2006)) tendo as descrigSes das espécies muito dispersas e inacessiveis. No
entanto, quando analisada a regidio ITS do rDNA de Acremonium sp. verifica-se uma
maior proximidade de 4. crotocinigenum relativamente a outras espécies cujo resultado

da aplicagfo de Blast demonstrou também alguma proximidade (Figura 11, Anexo 2).

98 Acremonium sp. (B7)
99 —:Acmmim crotocinigenum [DQB882846.1|
100 Acremonium crotocinigenum |AJ621773.1]
Spicellum roseum }AB019365.1|
100L— Spicellum roseum |AB019364.1]
Stachybotrys nephrospora |AF081476.2|
Stachybotrys echinata |AF205448.1]

48 _—_: Stachybotrys microspora JAF081475.2}

80 Stachybotrys chartarum JAF081469.1|
Figura 11 — Arvore filogenética que representa a comparagdo da regido ITS rDNA de Acremonium sp.
com espécies proximas.

Acremonium sp. foi j4 associado a P. cylindrus em sobreiro por Sousa (1996), tendo
sido isolado de varias sec¢des das galerias. E um género cosmopolita, muito abundante
na natureza e altamente polifilético cujos teleomorfos pertencem, na sua maioria, 3
familia Hypocreaceae (Glenn ef al., 1996). De acordo com Kiffer & Morelet (1997),
espécies deste género poderdo ser anamorficas de Nectria sp., sendo, assim um
potencial patogénico j4 identificado para diversas lenhosas. Espécies deste género
poderfio também exercer uma acgo antagonista sobre outros fungos (Kiffer & Morelet,
1997).
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Nodulisporium sp.

O género Nodulisporium apresenta hifas septadas e de cor castanha; conidi6foros
macronematosos ¢ mononematosos, a surgir lateralmente das hifas vegetativas, com
eixo principal erecto, septado, ramificado, hialino a castanho claro, ligeiramente rugoso;
células conidiogénicas poliblasticas e simpodiais, finas ou curtas e espessas, em arranjo
verticilado; conidios simpodulospéricos, acropleurogenosos, unicelulares, hialinos ou
castanhos a olivaceos (em massa), de forma elipsoidal ou obovéide, lisos ou VErrugosos,
com um hilo denticulado quando destacado (Figura 15¢c). As dimensdes dos conidios em
PDA s80 3,34-6,68 pm x 3,34-5,01 um ¢ em CLA sdo 3,34-6,68 um x 1,67-3,34 um. A
gama de temperaturas de crescimento varia de 7,5° a 37,5°C, apresentando um
crescimento éptimo a 30°- 32,5°C (Anexo 1).

Em Collado et al. (2001) sdo apresentadas as descrigdes macro e microscopicas de
Nodulisporium sp. anamérfico de B. mediterranea, coincidentes com as observagdes do
fungo Nodulisporium sp. acima descritas. Estes autores acrescentam ainda a frequente
formagdo de exsudados castanhos-escuros ¢ a libertagsio de um odor caracteristico, as
dimensdes dos conidiéforos (0,5 mm de comprimento ¢ 5 pm de largura) e das células
conidiogénicas (8-14,5 um x 3,5-6 pm). A anélise molecular da regidio ITS do rDNA de
Nodulisporium sp. isolado vem corroborar a hipétese de ser 0 mesmo fungo: quando
comparado com as espécies que apresentaram maior valor de similaridade como
resultado do Blast, verifica-se na arvore filogenética a proximidade da sequéncia do

isolado (Nodulisporium sp. B8) de B. mediterranea (Figura 12, Anexo 2).

o8 Biscogniauxia mediterranea [AF280625.1]
100 { Biscogniauxia mediterranea |AF280624. 1]
84 Nodulisporium sp. (B8)

I — Biscogniauxia atropunctata |AJ390411.1]
56l xylariaceae sp. JAY315406.1|

Biscogniauxia repanda |AJ390418.1|
Biscogniauxia bartholomaei JAF201719.1|

&7 Biscogniauxia nummularia |AJ390415.1]
—mol: Nodulisporium sp. |AF280630.1|

Figura 12 — Arvore filogenética que representa a comparagdo da regido ITS rDNA de Nodulisporium sp.
com espécies préximas.
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Nodulisporium sp. é um fungo sapréfita da madeira e outros detritos vegetais, anamorfo
de Xylareaceac (Hawksworth et al, 1995). A comparagdio de andlises filogenéticas de
sequéncias de vérios representantes do género Nodulisporium e de um grupo de
Xilareaceas com anamorfos tipo-Nodulisporium demonstrou que este género €
coespecifico do fungo B. mediterranea (Collado et al., 2001). Este fungo ¢ responsavel
por estromas carbondceos nos troncos e ramos em espécies de Quercus, tendo particular
importancia em Q. suber (Mazzaglia et al., 2001) onde a sua ocorréncia em simultdneo
com os ataques de P. cylindrus tem sido referida (Sousa & Debouzie, 1993; Santos,
2002). Nos trabalhos de Sousa (1996) foi ja isolado Nodulisporium sp. a partir das

galerias deste insecto em sobreiro assim como dos micéngios.

Scytalidium sp.

O género Scytalidium apresenta hifas pouco densas, espessas, septadas, pouco
ramificadas, hialinas ou castanho claro, dispostas paralelamente; conidi6foros
micronematomatosos € mononematomatosos com células conidiogénicas terminais,
formando artroconidios por fragmenta¢dio holotilica de hifas indiferenciadas (Figura
15d). Os conidios sdo catenulados, esquizogénicos, uni ou bicelulares, hialinos,
rectangulares, de dimensdes, em PDA, 3,34-8,35 pm x 1,67-5,01 um e em CLA, 5,01-
8,35 um x 1,67-3,34 um. Tem ainda clamidosporos intercalares ou terminais, de parede
espessa, castanhos e elipséides. Scytalidium sp. cresce num intervalo de temperaturas de
15° a 35°C, registando um crescimento 6ptimo a 20°-32,5°C (Anexo 1).

Comparando a sequéncia parcial da subunidade 18S do rRNA de um isolado de
Scytalidium sp. com sequéncias de vérias espécies do mesmo género ¢ de outro
artrosporico (Geotrichum sp.) (Figura 13, Anexo 2), verifica-se uma maior proximidade
de S. lignicola. Os teleomorfos de Scytalidium sp. nfo sdo totalmente conhecidos, pelo
que este género ndo estd ainda englobado numa familia de Ascomycota (Bisby ef al,
2006). No entanto, Chaetomium sp., também isolado a partir das galerias do insecto em
sobreiro, podera ser teleomorfo de Scytalidium sp. (Halin, 1997).
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100 Geotrichum histeridarum JAY520227.1]

7 —l: Geotrichum carabidarum JAY520162.1]

97 Geotrichum citri-aurantii [DQ325447. 1|
100 Geotrichum cucujoidarum JAY520261.1|

E— Scytalidium sp. (B4)
FT-7) — Scytalidium lignicola |AY762623.1}
Scytalidium dimidiatum JAY307355.1|
Scytalidium hyalinum |AY213688.1]

100 —I: Scytalidium thermophilum |JAB085928.1|

100 Scytalidium thermophilum |JAB085927.1}
Figura 13 - Arvore filogenética que representa a comparagéio da regifio 18S rDNA de Scytalidium sp. com
espécies proximas.

Fungos do género Scytalidium so conhecidos como patogénicos de plantas e animais,
micoparasitas de ferrugens e fungos degradadores de madeira. Sdo também
considerados fungos antagonistas e produtores de antibidticos (Hawksworth ef al, 1995;
Kiffer & Morelet, 1997; Moltzan, et al., 2001). S. lignicola é um organismo
globalmente disperso na micoflora natural nio apresentando efeitos patogénicos.
Contudo, em casos limitados, biotipos desta espécie demonstraram ser fitopatogénicos.
De facto, este fungo ja foi referido como causa de doenga de varias plantas no Brasil,
incluindo espécies arboreas (Oren ef al., 2001). Os mesmos autores referem-no também
como antagonista de fungos patogénicos de arvores florestais (Oren ef al., 2001). A
relagdo deste género com P. cylindrus foi ja referida por Sousa (1996) que o isolou a

partir de galerias do insecto em sobreiro.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp. ¢é caracterizado por hifas hialinas e septadas, conidi6foros
macronemotosos € mononematosos, hialinos e ramificados, apresentando uma
disposi¢do piramidal com células conidiogénicas hialinas ¢ em forma de garrafa,
dilatadas na base, inseridas nos conidiéforos formando 4ngulos rectos (Figura 15¢).
Conidios fialospéricos, enteroblasticos e monoblasticos, unicelulares, de forma globosa
a subglobosa e cor verde, agrupados no topo das fidlides. As dimensdes dos conidios em
PDA sio 1,67-3,34 pm x 1,67-2,51 pm e em CLA sdo 1,67-3,34 um x 1,67-2,51 um,
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Este género cresce numa vasta gama de temperaturas: 5° a 42,5°C, apresentando um
valor 6ptimo de crescimento entre 30° e 35°C (Anexo 1).

O género Trichoderma pertence 3 ordem Hypocreales. E um género muito extenso, pelo
que a observagio das suas estruturas morfologicas ndo foram suficientemente
elucidativas para a sua identificagio ao nivel de espécie. A andlise da regido ITS de
rDNA do isolado de Trichoderma sp. utilizando Blast revelou uma maior proximidade
de T. citrinoviride ¢ Hypocrea schweinitzii (seu teleomorfo) (Anexo 2). Porém, ndo foi

possivel obter uma 4rvore filogenética representativa destas relagdes.

Trichoderma é um género de fungos mitospdricos bastante dispersos na natureza,
geralmente encontrados em todos os solos incluindo a camada de himus florestal, néio
sendo, no entanto, considerados endofitos ou envolvidos em relagdes de parasitismo
com plantas (Samuels, 1996). Dada a sua capacidade de produzir extrélitos que incluem
variadas enzimas, como celulases e quitinases, antibidticos como a gliotoxina ¢ a
gliovirina e substincias volateis, muitas das espécies de Trichoderma exercem uma
forte ac¢do antagonista sobre outros fungos, sendo mesmo utilizadas no controlo
biologico de doengas de plantas (Samuels, 1996; Hermosa et al., 2000). Também o seu
potencial enzimatico tem vindo a ser explorado industrialmente, nomeadamente na
degradagiio de materiais celulésicos por celulases (Samuels, 1996). Relativamente a
interacg@o com P. cylindrus, ja outros autores tinham referido o seu isolamento apenas a
partir das galerias construidas nos hospedeiros e néio directamente dos insectos (Baker,
1963; Sousa, 1996).

Gliocladium sp.

Gliocladium sp. apresenta hifas septadas e hialinas, conidiéforos macronematosos e
mononematosos, erectos, septados e ramificados, terminando num sistema ramificado
de fislides em verticilos densos de trés fidlides por métula (Figura 15f) onde se
acumulam conidios fialosporicos unicelulares, hialinos, ovéides ou cilindricos numa
grande gota terminal mucilaginosa. As dimensdes dos conidios em PDA sdo 3,34-5,01
pm x 1,67-3,34 ym e em CLA 2,51-5,01 pm x 1,67-3,34 pm. Gliocladium sp.
desenvolve-se no intervalo de temperaturas 5°-35°C, apresentando um Optimo de
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crescimento de 20° a 32,5°C e um valor maximo a 30°C (Anexol). A observagio
morfoldgica dos isolados de Gliocladium sp. obtidos esta de acordo com a descrigio do
género de Schroers et al. (1999), mas nfio foi suficientemente conclusiva quanto a

identificagio especifica.

A analise molécular deste isolado ndo contribuiu para especificar a sua identificagiio,
apenas confirmou a sua relagiio com os géneros Gliocladium e Clonostachys (seu
sin6nimo) ¢ os teleomorfos Nectria e Bionectria (Anexo 2). Na figura 14 esta a &rvore
filogenética que representa a comparagio da sequéncia parcial da regidio 28S rDNA de

Gliocladium sp. com outras espécies relativamente préximas.

74 Verticillium bactrosporum [AF339538.1}
56 —i: Verticillium pseudohemipterigenum |AF339
8 L Verticillium epiphytum JAF339548.1]
57 Verticillium incurwum |JAF339551.1]
00 Trichoderma viride JAY283548.1|
Gliocladium sp (P23)
31 Nectria grammicospora |[AF193238.1|
100 99 —I: Gliocladium roseum [U00736.1|

98 Clonostachys rosea |AJ876769.1|
—'Ml_: Bionectria ochroleuca |AY489716.1)

Penicillium expansum JAF003359.1|

Penicillium glabrum |AY386178.1|

 E—— Trichoderma aureowviride JAY391829.1)
N1, ) E— Penicillium chrysogenum |AF455490.1}

Figura 14 - Arvore filogenética que representa a comparagio da regifio 28S rDNA de Gliocladium sp.
com espécies proximas.

Apesar de muitas das espécies de Gliocladium ndo terem teleomorfos comprovados,
varios estudos tanto morfoculturais como moleculares colocam este género na ordem
Hypocreales, incluindo géneros como Hypomyces, Nectria, Nectriopsis,
Roumegueriella, Sarawakus e Sphaerostibella como teleomorfos. A relagio dos
anamorfos Gliocladium a um tdo vasto e distinto conjunto de teleomorfos revela a

polifilia deste género (Rehner & Samuels, 1994).
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Gliocladium é um género de fungos filamentosos amplamente disperso no solo e na
vegetagdo em decomposi¢do, sendo de um modo geral considerado um contaminante.
Contudo, algumas espécies sdo conhecidas pelo seu potencial como agentes de
biocontrolo (Papavizas, | 1985). Foram ja descritas duas espécies de Gliocladium
associadas a P. cylindrus: G. roseum e G. solani, isoladas a partir das galerias em

sobreiro, micangios e conteudo intestinal do insecto (Sousa, 1996).

Figura 15 — Estruturas microscopicas dos fungos: a) hifas formando anastomoses em Acremonium sp.
(x600); b) corddes de hifas e conidiéforo com conidios de Acremonium sp. (x600); ¢) conodi6foros e
conidios de Nodulisporium sp. (X600); d) formagdo de artroconidios em Scytalidium sp. (X600); e)
conidi6foros e conidios de Trichoderma sp. (X600); f) estruturas conidiogénicas de Gliocladium sp.
(x400).

A medi¢io das dimensdes dos esporos nos dois meios de cultura (PDA e CLA) revelou,
por um lado as variagOes entre os esporos de fungos diferentes, sendo particulamente
importante a comparagdo entre os dois fungos do género Raffaelea (isolados B5 € B6), e
por outro, as diferengas induzidas pelo meio de cultura (Figura 16). Entre os isolados
BS5 e B6, foi em PDA que se verificaram diferengas tanto na largura como no
comprimento dos esporos, mais significativas no comprimento (F(1,78)=143,283;
p<0,001). Analisando a relagdo entre os diferentes fungos (comprimento e largura) € o
meio de cultura, conclui-se que ha diferengas significativas nas medi¢des nos dois
meios para os fungos Raffaelea sp. isolado B5 e Acremonium sp. relativamente ao
comprimento (F(6, 546)=19,143; p<0,001) e para os fungos Raffaelea sp. isolado BS,
Acremonium sp., Nodulisporium sp., Scytalidium sp. e Gliocladium sp relativamente a

largura (F(6, 546)=8,3900; p<0,001).
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Figura 16 — Comparagdo entre as dimensdes dos fungos (comprimento e largura) medidas nos meios de
cultura PDA e CLA (BS5 — Raffaelea sp. isolado BS; B6 — Raffaelea sp. isolado B6; B7 — Acremonium sp.;
B8 — Nodulisporium sp.; B4 — Scytalidium sp.; B2 — Trichoderma sp.; P23 — Gliocladium sp.).

Outros fungos isolados

Foram isolados varios fungos do género Aspergillus com aspecto cultural diferente,
possivelmente correspondentes a espécies diferentes. Em PDA, estes fungos exibem um
crescimento rapido, formando colonias de cor variavel (branco, amarelo, varios tons de
verde e negro) e textura pulverulenta, a face inferior das colonias tem cor amarelada.
Microscopicamente, observam-se hifas septadas e ramificadas, conidi6foros erectos,
simples, com uma vesicula terminal que suporta fidlides que radiam de toda a sua
superficie. Formam-se conidios fialospéricos, unicelulares, globosos, hialinos mas
coloridos em massa, dispostos em longas cadeias basiptais. Este género ¢ um dos mais
comuns na natureza, inclui fungos de solo, cosmopolitas muito comuns, sapréfitas ou
parasitas de varios substratos e toxinogénicos (Hawksworth et al, 1995; Kiffer &
Morelet, 1997). Sousa (1996) identificou A. carbonarius nos micangios de P. cylindrus

e nas suas galerias em sobreiro.

O género Beauveria apresenta crescimento lento em PDA, formando colénias brancas
de aspecto cotonoso denso a pulverulento. Produz conidiéforos simples, agrupados
irregularmente, mais grossos na base e afilados na regido apical fértil, que toma um
aspecto sinusoidal apds a produgdo dos conidios simpodulosporicos, unicelulares,

hialinos, ovéides e denticulados. Este género compreende fungos entomopatogénicos
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utilizados como bio-insecticidas (Kiffer & Morelet, 1997), estando j4 demonstrada a
patogenicidade de B. bassiana e B. brongniartii para Platypus spp. (Glare et al., 2002).

Botrytis sp. tem um répido desenvolvimento em PDA, formando col6nias de cor
cinzenta e contorno arrendondado regular, com micélio aéreo feltroso, pouco denso, €
face inversa da placa de igual cor & apresentada na face superior. Em termos
microscépicos, mostra conidiéforos castanhos, espessos e ramificados irregularmente,
com células apicais dilatadas onde sdo produzidos sincronizadamente conidios
botrioblastospéricos, assumindo o aspecto de cachos. Os conidios sdo hialinos a
acinzentados em massa, unicelulares, ovéides com um denticulo. Estes fungos sdo
principalmente sapréfitas, podendo ser patogénicos para nUMErOSOS vegetais
economicamente importantes e toxinogénicos (Kiffer & Morelet, 1997). Foi isolado a
partir das galerias de P. cylindrus em Quercus sp. (Baker, 1963).

O género Chaetomium, pertencente ao filo Ascomycota, apresenta estruturas de
reprodugfio sexuadas na cultura em PDA. Forma colénias de crescimento rapido,
aspecto feltroso e contorno circular regular, de cor varidvel: inicialmente brancas,
tornando-se acinzentadas a olivaceas e avermelhadas com o efeito da maturago e
castanhas escuras na face inferior. Foram observadas peritecas globosas, castanhas,
cobertas por filamentos de varios tamanhos, ascos clavados pedunculados com paredes
evanescentes e ascosporos unicelulares, olivaceos, limoniformes. Compreende fungos
sapréfitas, comummente isolados do solo e de material vegetal em decomposigéo, em
particular madeira (Hawksworth et al, 1995). Este género pode ser teleomoérfico de
Scytalidium sp. (Halin, 1997).

Fusarium sp. forma colénias de micélio aéreo branco cotonoso, abundante, com bordo
regular ¢ face inversa com coloragdo carmim a amarela. Apresenta conidiéforos
septados e ramificados, que geram conidios fialospéricos, hialinos, fusiformes, a
maioria com 5 a 6 septos transversais, agregados em massas mucilaginosas; ndo foram
observados microconidios. E um género cosmopolita, patogénico ou saprofita sobre
diversos orgdos de numerosos vegetais e toxinogénico (Kiffer & Morelet, 1997). E
interveniente em relagdes com insectos ambrodsia tendo sido j& isolado a partir da

interac¢do P. cylindrus- sobreiro (Sousa, 1996).
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O género Geotrichum apresenta col6nias pulverulentas, com micélio pouco abundante.
Este micélio ¢ branco, septado, sem conidi6foros diferenciados formando conidios
artrospéricos, hialinos, unicelulares e cilindricos com as extremidades truncadas.
Fungos deste género sfo considerados saprofitas, teliricos e alguns micoparasitas
(Kiffer & Morelet, 1997). Vérias espécies ja foram identificadas em associogdes com
insectos (Suh & Blackwell, 2006).

Paecilomyces sp. forma colénias de crescimento rapido, aspecto pulverulento e cor
verde acastanhada. Observam-se conidiéforos com ramificagdes e fidlides, com arranjo
tipo “pincel”, semelhantes a Penicillium sp. mas mais divergentes. Produz conidios
fialosporicos, unicelulares, hialinos e ovéides. Sdo fungos do solo, muito comuns,
saprofitas ou parasitas de varios substratos, toxinogénicos, podendo parasitar insectos e
outros animais e ser fungicolas (Hawksworth er al, 1995; Kiffer & Morelet, 1997. Baker
(1963) ja anteriormente isolou P. variotii de galerias de P. cylindrus em sobreiro e

outras quercineas.

Do género Penicillium, foram isoladas numerosas culturas com aspectos diferentes que
poderdo constituir espécies distintas. Em PDA, as colénias apresentam um contorno
arredondado regular, o micélio superficial e pulverulento, apresentando um aspecto
raiado, de vérios tons de verde a castanho. Por vezes aparecem gotas de exsudado
imersas nas culturas. Na face inversa da placa, apresentam um tom amarelado que vai
escurecendo 4 medida que as culturas envelhecem. Este género é reconhecido pelas suas
estruturas densas, tipo “pincel”, que produzem € suportam os esporos. Os conidi6foros
sdo simples ou ramificados e terminam em fidlides onde sfio produzidos os conidios
unicelulares, globosos ou ovéides, hialinos a corados de verde, formando cadeias. Sdo
fungos do solo, cosmopolitas muito comuns, sapréfitas ou parasitas de vérios substratos,
toxinogénicos e antagonistas (Hawksworth ef al, 1995; Kiffer & Morelet, 1997. Foram
ja isolados a partir de P. cylindrus, sobreiro e outros hospedeiros (Baker, 1963, Cassier
et al., 1996; Sousa, 1996).

Streptomyces sp. apresenta colonias de crescimento muito lento em PDA, de contorno

irregular, aspecto pulverulento e cor cinzenta. Forma filamentos e esporos de dimenses

muito reduzidas, os esporos produzidos por fragmentagio dos filamentos gera cadeias
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helicoidais. Este género é produtor de antibi6ticos, sendo considerado um defensor

antimicrobiano nas interacgdes térmitas-fungos (Mueller & Gerardo, 2002).

Os fungos da ordem Mucorales formam colénias de crescimento muito rapido, com
micélio cotonoso aéreo muito abundante, branco a cinzento, com esporangitforos
erectos abundantes com espordngios escuros, globosos no épice. Séo fungos do solo,
cosmopolitas, sapréfitas, raramente micoparasitas, alguns (poucos) parasitas
facultativos de plantas ou animais (Hawksworth et al, 1995). Baker (1963) e Cassier et
al. (1996) obtiveram fungos desta ordem tanto a partir do insecto como do seu
hospedeiro.

Muitos dos géneros isolados estdo descritos na micoflora associada ao sobreiro e outros
Quercus na regidio mediterranica como Acremonium sp., Aspergillus sp., Botrytis sp.,
Fusarium sp., Gliocladium sp., Mucor sp., Nodulisporium sp., Penicillium sp. e
Trichoderma spp. (Santos ef al., 1999; Luque ef al., 2000; Riziero et al., 2002; Ragazzi
et al, 2003). Sendo considerados cosmopolitas, a maioria destes fungos ocorrem
naturalmente nos troncos das quercineas vivas, participando na sua comunidade
bioldgica e, por vezes, determinando a susceptibilidade das arvores a ataques de agentes
patogénicos (Subramanian, 1983). Varias espécies de Fusarium (F. oxysporium e F.
solani) e Nodulisporium sp. estdo indicadas como potencialmente patogénicas para o

sobreiro (Santos ef al., 1999; Luque et al., 2000).

Os fungos transportados por P. cylindrus, tanto em orgdos mais especializados
(micAngios e contetido intestinal) como no exosqueleto, sdo inoculados nas galerias,
onde o seu crescimento é gerido pelas fémeas progenitoras (Beaver, 1989). No
hospedeiro, estes fungos passam assim a fazer parte de uma sucessdo em que o seu
ataque combinado com os insectos promove o enfraquecimento da arvore, predispondo-
a para a colonizagio por fungos sapréfitas ou basidiomicotas fracamente parasitas que
ocorre alguns meses ap0s o ataque inicial (Subramanian, 1983).

A vasta diversidade de fungos encontrada tanto nas galerias como nos insectos,
nomeadamente fungos cosmopolitas e saprofitas, podera estar relacionada com o estado
de desenvolvimento ou j4 abondono das galerias. Na realidade, dadas as actuais
restrigdes ao abate de sobreiros, a obtengdo de material para estudo € bastante
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dificultada, estando por vezes limitada a arvores j4 num avangado estado de declinio. Os
toros utilizados na primeira época de amostragem de galerias apresentavam sintomas de
declinio, sendo visiveis os sinais de ataque por P. cylindrus; na segunda época de
amostragem, os toros apesar de exibirem sinais do insecto, eram fogueados,
apresentando-se num estado mais avangado de degradagiio. Por outro lado, o ciclo de
vida do insecto no hospedeiro é bianual, originando duas geragdes de descendentes
(Sousa & Inécio, 2005) e, ap6s o seu desenvolvimento, observa-se um abrandamento
dos cuidados dos progenitores na gestio dos fungos no interior da galeria, acabando
mesmo por aparecer fungos contaminantes (Subramanian, 1983).

S3 muito poucas as alusdes de fungos saprofitas em associagbes com insectos
ambrésia. Cassier et al. (1996) refere o isolamento de fungos como Penicillium sp.,
Mucor sp. e Trichoderma sp. mas apenas estabelecendo uma relagiio comensalista com
o insecto. No entanto, a maioria dos autores n3o enumera ou discute fungos tdo

generalistas.

4.2.2. Localizagio dos fungos isolados de P. cylindrus e suas galerias em sobreiro

A amostragem realizada a partir de material vegetal baseou-se na pesquisa de fungos ao
longo das galerias do insecto, desde o orificio de entrada ao nivel da cortiga até a sua
extremidade. A dissecagio dos toros de sobreiro em laboratério permitiu a visualizag&o
dos danos causados pelos insectos nas arvores atacadas: todo o interior dos toros, desde
a cortica ao cerne, encontrava-se perfurado, constituindo uma extensa rede de galerias
que, segundo Sousa & Inédcio (2005), podem apresentar um nimero varidvel de
ramificagSes acima e abaixo do plano inicial tornando-se, com frequéncia, bastante
complexas. A cobrir as galerias observa-se, mesmo a olho nu, um revestimento de cor
clara ja descrito por Inécio ef al. (2005) como um revestimento fino e esbranquigado de

origem flingica.

Os insectos foram dissecados de modo a proceder ao isolamento de fungos dos
micingios, contetdo intestinal e élitros (como amostra de exosqueleto). Os isolamentos
a partir dos insectos foram inicialmente efectuados pelo método da esterilizagio
fraccionada. Contudo, a maioria destes isolamentos nfio permitiu recuperar qualquer
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fungo (dos 100 insectos amostrados apenas se isolaram fungos em 11). Por este motivo,
nas duas épocas de amostragem seguintes, dos 100 insectos amostrados, em 80

efectuou-se isolamento directo e apenas em 20 se utilizou o primeiro método.

A comparagio da distribui¢do dos fungos nas diferentes secgoes das galerias e corpo
dos insectos permitiu verificar que nas galerias esta presente uma maior variedade de
fungos. Dos 15 géneros isolados destacaram-se, pela sua maior representatividade,
Penicillium, seguido de Gliocladium, Raffaelea, Trichoderma e Scytalidium (Figura 17).
A maioria dos fungos isolados foi obtida nas trés grandes secgdes dos toros: cortica,
entrecasco e cerne, mantendo-se, de um modo geral, as propor¢des de cada fungo. Na
cortica encontrou-se maior diversidade de fungos, destacando-se os cosmopolitas,
embora ainda se tenha obtido uma percentagem relativamente alta de Raffaelea sp.,
sendo também isolados outros ja referidos em associagdes com insectos: Acremonium
sp., Fusarium sp. ¢ Geotrichum sp. Os que se encontraram no entrecasco foram

semelhantes aos da cortica, apesar de se registar menor diversidade.
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Figura 17 - Percentagem de fungos isolados de galerias de Platypus cylincrus das diferentes secgdes do
toro de sobreiro: cortiga, entrecasco e cerne.

Ao longo das galerias distinguem-se cinco zonas pela sua proximidade do exterior,
contacto com os parentais e presenga dos diferentes estadios do insecto: corti¢a (i) e
entrecasco (ii), ambas as partes bastante expostas ao ambiente externo, segue-se a

sec¢do ja no cerne mas anterior a localizagdo dos parentais (iii), a secgdo larvar (iv) e a
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extremidade da galeria (v). Entre as cinco sec¢des das galerias ndo se verificam grandes
diferengas quantitativas, mantendo-se um padrdo de variabilidade e percentagem de
fungos isolados comum, o que vem, mais uma vez, sugerir que as galerias ndo se
encontravam no melhor estado de manuten¢do. Também entre as diferentes distancias
das galerias (revestimento, galeria, 0,5 cm e 1,0 cm), analisadas de modo a verificar a
penetragdo dos fungos na madeira, ndo se registaram diferengas (Figura 18) tal como

constatado por Sousa et al. (1997).
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Figura 18 — Percentagem de fungos isolados das sec¢des das galerias de Platypus cylindrus em sobreiro
(cortiga, entrecasco, sec¢do antes dos parentais, sec¢do larvar e extremidade da galeria) a diferentes
distancias: revestimento, galeria, a 0,5 cm e 1,0 cm.
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No entanto, durante os periodos de actividade dos insectos, os fungos néo apresentam
todos a mesma distribui¢do espacial ao longo das galerias: de acordo com Sousa (1996).
fungos isolados nas galerias onde as larvas se alimentam (R.. ambrosiae, Ascoidea sp.,
Acremonium sp., F. solani, G. roseum, G. solani, Nodulisporium sp. ¢ P,
strigosozonata) ndo estdo presentes na entrada da galeria. Fungos como A. carbonarius,
Penicillium sp., P. variotii, T. viride, T. roseum s6 se encontram na entrada ou em
galerias cujas coldnias ja se encontram em declinio (Baker, 1963; Sousa, 1996). A zona
localizada ap6s a camada de cortiga mas antes da presenga de insectos adultos ¢ uma
zona de transi¢do da micoflora da galeria estando presentes tanto os fungos saprofitas,
tipicos da entrada, como também alguns dos fungos mais directamente envolvidos com

os insectos (Sousa, 1996).

Entre os fungos isolados, o género Raffaelea esteve sempre presente em todas as
secgdes a todas as distancias da galeria, registando-se uma maior percentagem destes
fungos na secgdo antes dos parentais (67% na totalidade das distancias) e a menor na
entrada ao nivel da cortica (29%). Fungos do género Acremonium estdo também
presentes em todas as secgdes, em maior percentagem na extremidade da galeria (21%).
Nodulisporium sp. encontra-se principalmente ao nivel da corti¢a (13,4%), embora
esteja também presente em todas as secgdes. Botrytis sp. e Fusarium sp. foram apenas
isolados esporadicamente ao nivel da corti¢a (4% e 2%, respectivamente), do mesmo
modo que Chaetomium sp. foi isolado no cerne (2%). Geotrichum sp. foi também
isolado numa percentagem muito baixa apenas no inicio da galeria até a secgdo antes
dos parentais (13% no total). Fungos cosmopolitas como Aspergillus sp., Gliocladium
sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., Scytalidium sp., Trichoderma sp. € Mucorales,
também se encontraram em todas as localizagdes amostradas, no seu conjunto em

elevadas percentagens, apresentando apenas pequenas variagdes entre elas.

No caso de P. cylindrus, tem sido dada maior relevancia aos fungos isolados
directamente de insectos do que aos isolados a partir de galerias: Baker (1963) destacou
como fungos ambrosia associados apenas aqueles isolados a partir do insecto
(principalmente do conteudo intestinal); Cassier et al. (1996) s estabeleceram culturas
a partir dos micangios e exosqueleto do insecto. Sousa (1996) registou todos os fungos
isolados a partir do insecto (tanto micangios de fémeas como contetdo intestinal de

larvas e insectos), também encontrados nas galerias, principalmente nas zonas onde as
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larvas se alimentam e na zona de transigdo. No entanto, apenas considerou directamente
envolvidos na alimentagdo de insectos e larvas aqueles isolados do seu contetido
intestinal, a maioria dos quais foram também isolados de micangios (4scoidea sp., F.
solani, G. roseum e R. ambrosiae), sugerindo assim a sua vecgdo especifica por P.

cylindrus.

Os isolamentos a partir dos insectos demonstraram, em termos globais, uma distribuigdo
muito semelhante entre os dois sexos, tendo-se obtido os mesmos 13 fungos em
percentagens proximas em ambos os casos (Figura 19). Tal como nas galerias, foram os
geéneros Raffaelea (25,6% em fémeas e 23,5% em machos) e Penicillium (21,5% e

23.8%) que mais se destacaram.
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Figura 19 - Percentagem de fungos isolados a partir de fémeas (F) é machos (M) de Platypus cylindrus. V

Foi no exosqueleto que se isolou a maior variedade e percentagem de fungos,
comparativamente aos micangios ¢ conteudo intestinal (Figura 20). De facto, dos 13
generos de fungos isolados dos insectos, todos foram encontrados no exosqueleto e
alguns (Beauveria sp. e Paecilomyces sp.) observaram-se apenas nesta regido. Fungos
cosmopolitas como Aspergillus sp., Penicillium sp., Scytalidium sp., Trichoderma sp. €
Mucorales apareceram em maior percentagem no exterior, apesar de terem sido também
isolados dos outros 6rgdos do insecto. J4 nos trabalhos de Cassier et al. (1996) foram
isolados fungos saprofitas como Penicillium sp. e Trichoderma sp. a partir do exterior

do insecto que o autor considerou estarem apenas envolvidos numa relagdo
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comensalista com o hospedeiro. De facto, a associagdo aleatéria de fungos ao
exosqueleto dos platipodideos e seu consequente transporte e dispersdo foi referida por

outros autores (Francke-Grosmann, 1967; Moser, 1985).
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Figura 20 — Percentagem de fungos isolados do contetido intestinal (CI), exosqueleto (EXOSQ) e
micangios (MIC) de Platypus cylindrus.

A generalidade dos fungos presentes no exosqueleto é também verificada na
comparagio dos géneros de fungos isolados dos dois sexos de P. cylindrus, tendo-se
isolado nos machos e fémeas mesmos géneros de fungos. Nos micangios, a fémea
apresenta maior percentagem e variedade de fungos nos (10 géneros de fungos nas
fémeas vs 9 géneros no macho), assim como no contetido intestinal (9 géneros de
fungos nas fémeas vs 5). Em ambos os sexos e em todas as partes do insecto,

encontram-se fungos considerados ambrdsia assim como outros, incluindo cosmopolitas

(Figura 21).

Dos micangios foi isolada uma grande variedade de fungos (11 géneros), sobressaindo
os do género Raffaelea (34%), seguidos de Penicillium (17%) (Figura 20). Os géneros
Acremonium, Scytalidium e Streptomyces ndo estavam ainda descritos em associagao
aos micangios de P. cylindrus. Em ambos os sexos foram isolados fungos ambrosia
como Raffaelea sp., cosmopolitas como Aspergillus sp., Paecilomyces sp., Penicillium

sp. € Mucorales e potencialmente patogénicos como Nodulisporium sp. (Figura 21).
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Apesar de se ter obtido uma maior quantidade e variedade de fungos a partir dos
micéngios de fémeas, espectavel pelo maior numero de orificios micangiais que contém,
os isolamentos efectuados a partir de micéngios dos machos vém demonstrar que
também estes participam no transporte de fungos. Estas observagdes vém contrapor a
teoria de que o transporte especifico de fungos ambrésia para as galerias em novos

hospedeiros é exclusivo das fémeas (Baker, 1963).
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Figura 21 — Percentagem de géneros de fungos isolados das diferentes partes (contetido intestinal,
exosqueleto e micangios) de fémeas (F) e machos (M) de Platypus cylindrus.
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Batra (1963) justificou o isolamento ocasional de fungos ndo considerados ambrdsia a
partir dos micangios, pela presenga de uma elevada densidade de fungos estranhos na
galeria, provavelmente resultado de uma actividade lenta dos insectos parentais. Uma
vez presentes nos micangios, esses fungos usufruem da protecgdo e transporte dos

verdadeiros ambrosia.

Do conteudo intestinal dos insectos resultou um muito menor numero de fungos
isolados (9 géneros) relativamente aos outros Orgdos, observando-se uma maior
percentagem de Raffaelea sp. (37%), seguido de Penicillium, Aspergillus e Gliocladium
(Figura 20). Entre sexos, ¢ no contetido intestinal das fémeas que se encontra tanto
maior variedade como maior quantidade de fungos, encontrando-se, em ambos os casos,
Raffaelea sp. assim como outros fungos ndo considerados ambrésia (Figura 21). Foi
isolado Streptomyces mas apenas do contetdo intestinal das fémeas. Relativamente a
dados de trabalhos anteriores da associagdo com P. cylindrus (Baker, 1963; Sousa,
1996), registou-se uma elevada percentagem de fungos considerados cosmopolitas e até
saprofitas no contetdo intestinal dos insectos. No entanto, segundo Subramanian
(1983), na maioria dos casos, enquanto as larvas se alimentam exclusivamente dos
fungos ambrésia primarios, os adultos sdo xilomicetofagos, alimentando-se tanto dos
fungos ambrosia primarios como auxiliares e até¢ da propria madeira, o que justifica a

presenga de tdo vasta variedade de fungos no seu contetido intestinal.

Comparando os fungos presentes no insecto com os presentes nas secgoes das galerias €
possivel averiguar o transporte, especializado ou ndo, dos fungos para as galerias, assim
como o seu envolvimento na alimenta¢do dos insectos (Quadro 11). Nos micangios
encontram-se 11 dos 15 géneros de fungos isolados das galerias. Para além dos fungos
isolados das galerias em pequenas percentagens (Botrytis sp., Chaetomium sp.,
Fusarium sp. e Geotrichum sp.) apenas Paecilomyces sp. ndo apareceu nestes orgdos de
transporte, assim como Beauveria sp. apenas isolado a partir do exterior do insecto. Os
fungos isolados a partir do contetido intestinal dos insectos serdo, a partida, aqueles de
que se alimentam, encontrando-se muitos dos fungos presentes nas galerias (7 de 15), a
maioria dos quais sdo cosmopolitas. Para além dos fungos presentes nas galerias em
percentagens reduzidas, apenas os fungos da ordem Mucorales e dos géneros
Paecilomyces sp. € Scytalidium sp. ndo foram isolados no contetido intestinal. Por outro

lado, fungos do género Streptomyces estavam no conteudo intestinal ndo tendo sido
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encontrados nas galerias. A maioria dos fungos presentes nas galerias foi também
encontrada no exosqueleto (11 de 15): de facto, os 4 géneros de fungos que ndo se
isolaram dessa parte do insecto sd0 os que estavam presentes nas galerias em

percentagens bastante baixas.

Quadro 11 — Fungos presentes nas diferentes secgdes das galerias (cortiga, entrecasco, sec¢do antes dos
parentais, sec¢do larvar e extremidade da galeria) e isolados do conteido intestinal, exosqueleto e
micangios de Platypus cylindrus

Insectos Galerias

Fungos
isolados

o

Acremonium
Aspergillus
Beauveria
Botrytis
Chaetomium
Fusarium
Geotrichum
Gliocladium
Mucorales
Nodulisporium
Paecilomyces
Penicillium
Raffaelea
Seytalidium
Streptomyces
Trichoderma
diversos

A ocorréncia dos fungos registados vem fomentar o desde sempre controverso conceito
de fungos ambrdsia, bem como a sua especificidade. Segundo a defini¢do, os fungos
ambrosia sdo aqueles que estando associados aos insectos ambrdsia, sdo a sua fonte de
alimento especifica, sendo por isso transportados nos orgdos de transporte especificos,
cultivados nas galerias e entdo consumidos. Seria, assim, de supor que os isolamentos a
partir de 6rgdos mais especializados do insecto revelassem esses fungos, sendo mais
provavel o aparecimento dos secundarios ou auxiliares ao nivel do exterior do insecto e
galerias. No entanto, neste trabalho, obtiveram-se tanto dos micangios como do
conteudo intestinal dos insectos muitos fungos cosmopolitas. Por um lado, pode
justificar-se a sua presenga pelo estado de degradagdo das galerias, por outro, a

frequente ocorréncia destes fungos, mesmo em trabalhos anteriores (Cassier ef al., 1996;
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Sousa, 1996), pode indiciar a possivel relevancia destes fungos na interacg¢@o insecto-
fungo-hospedeiro. A nogdo de que cada insecto ambrosia estaria associado a um fungo
ambrosia especifico foi ja refutada por Batra (1985) que defendeu a existéncia de um
complexo de fungos associados aos insectos, considerados fungos ambrosia principais
e, de acordo com Sousa ef al. (1997), a grande diversidade de fungos encontrados em
associa¢do com P. cylindrus sera fundamental para o sucesso do desenvolvimento das

populagdes do insecto.

4.3. FUNCOES DESEMPENHADAS PELOS FUNGOS NA ECTOSSIMBIOSE

A importancia dos fungos em estudo dever-se-a4, naturalmente, as suas fungdes
desempenhadas na interacgdo insecto-fungo-hospedeiro. Para além de constituirem uma
fonte de alimento para o insecto, poderdo estar envolvidos no processo de
enfraquecimento da arvore e degradagdo de madeira, para facilitar a abertura de
galerias, e também participar na propria gestdo dos fungos nas galerias, exercendo

relagdes de antagonismo entre si de modo a seleccionar os fungos presentes.

Nos ensaios desenvolvidos para detec¢do da actividade de degradagdo de madeira e
efeito antagonista sobre outros fungos presentes nas galerias nos hospedeiros foram
usados os seis géneros atras descritos com maior detalhe: Raffaelea sp. (isolados B5 e
B6), Acremonium sp., Nodulisporium sp., Scytalidium sp., Trichoderma sp. e

Gliocladium sp.

4.3.1. Degradacio de madeira

Sendo no processo de abertura das galerias que ocorre a inoculagdo dos fungos
transportados, os insectos para além de usarem a sua possante armadura bucal
trituradora, poderdo tirar partido da capacidade de degradacdo da madeira de certos
fungos para facilitar o processo. Para além disso, sendo os fungos os primeiros de uma
sucessdo de microrganismos que se desenvolve nas galerias acompanhando o ciclo de
vida dos insectos, o seu potencial como degradadores de madeira serd determinante para

o estabelecimento e crescimento das colonias fiingicas.
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A madeira é composta por celulose (40-50%), hemicelulose (25-40%), lenhina (20-

35%) e componentes ndo estruturais como terpenos, fenois, alcaldides e taninos (Santos

& Lima, 2005). Uma vez que a celulose é o componente maioritdrio da madeira e a

lenhina o factor limitante para a degradagdo dos compostos lenhocelulésicos, o

potencial de degradag@o dos fungos foi apenas testado para estes dois componentes. Os

resultados estdo resumidos no Quadro 12. Na Figura 22 estdo ilustrados os resultados

obtidos na pesquisa de celulases e na Figura 23 nos diferentes testes para as lenhinases.

Quadro 12 — Analise da capacidade dos fungos para degradar celulose e substratos andlogos de lenhina
em meios de cultura corados

Fungo Teste

Celulose

Lenhina

celulose-azure

azul de metileno

azul de dextrano

azul Coomassie

Raffaelea sp. - BS

Raffaelea sp. - B6

Acremonium sp. + - N N
Nodulisporium sp. ++ ++ n N
Scytalidium sp. ++ ++ T N
Trichoderma sp. ++ + T -
Gliocladium sp. ++ + ¥ N
Trametes sp. T+ i -
- ndo degrada

+ degrada

++ degrada intensamente

Figura 22 — Resultados dos testes de degradag@o de celulose. A migragdo da cor azul do meio para a
camada inferior ¢ indicadora de degradag&o do composto (0 ndo inoculado, 1 Raffaelea sp. isolado BS, 2
Raffaelea sp. isolado B6, 3 Acremonium sp., 4 Nodulisporium sp., 5 Scytalidium sp., 6 Trichoderma sp., 7

Gliocladium sp.).
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Test F Raffaelea Raffaelea | Acremonium | Nodulispo- | Scytalidium | Trichoder- | Gliocladium Trametes
esto ungo sp.- B5 sp. - B6 sp. rium sp. sp. ma sp. sp. sp.
Azul de
metileno
Azul de
dextrano
Azul de

Coomassie

Figura 23 — Resultados dos testes indicativos da acgdo de lenhinases (testes de azul de metileno, azul de
dextrano e¢ azul de Coomassie). A altera¢do de cor dos meios de cultura ¢ indicadora de reaccdo de
degradagdo dos respectivos compostos.

Os dois isolados do género Raffaelea (B5S e B6) testados ndo degradaram nem a
celulose-azure nem nenhum dos compostos analogos de lenhina (azul de metileno, azul
de dextrano e azul de Coomassie) ndo apresentando, in vitro, potencial de degradag@o
dos principas constituintes da madeira. Sendo estes fungos muito pouco estudados, ndo
se encontra bibliografia sobre o assunto, mesmo sobre Ophiostoma sp. Muitos fungos
desta ordem sdo conhecidos por deteriorar a madeira, causando a doenga do azulado da
madeira. No entanto, este processo apenas envolve a descoloracdo do xilema pela
produgdo de hifas pigmentadas que crescem principalmente no raio do parénquima,
sendo disseminadas pelo xilema e causando as linhas de descoloragdo; ndo ha

referéncias da degradagdo enzimatica da madeira (Tainter & Baker, 1996).

Os resultados negativos de Raffaelea sp. nestes testes de deteccdo de enzimas
lenhinoceluloliticas levam a questionar a possibilidade de estes fungos ambrdsia serem
os primeiros a colonizar as galerias dos insectos nos hospedeiros: sem a capacidade de
degradar a madeira, os fungos sdo incapazes de explorar a fonte de carbono necessario
ao seu desenvolvimento. Possivelmente, havera a inoculagdo simultadnea ou anterior de

outros microrganismos (de natureza fungica ou ndo) que servem de substrato para a
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colonizagdo destes fungos ou talvez a excrecdo de substincias nutritivas por parte dos

insectos aquando da abertura das galerias.

Acremonium sp. revelou a acg@o de celulases, embora com reduzida intensidade, néo
apresentando qualquer actividade lenhinolitica. Em fungos deste género tem sido
verificada a produgdo de celulases in vitro, apesar de a degradagio efectiva da madeira

ndo ser eficiente (Nilson, 1974).

Nodulisporium sp., Scytalidium sp., Trichoderma sp. e Gliocladium sp. registaram uma
forte actividade celulolitica e algum potencial de degrada¢do de lenhina, mais intenso
para os géneros Nodulisporium e Scytalidium. De facto, fungos da familia Xylariaceae
colonizam e decompdem a madeira, degradando ndo sé celulose mas também lenhina
(Pointing et al., 2003). Os géneros Scytalidium sp., Trichoderma sp. e Gliocladium sp.
sdo todos reconhecidos como degradadores de madeira (Kiffer & Morelet, 1997), sendo
particularmente estudados os dois ultimos tanto pela sua boa capacidade celulolitica
como também lenhinolitica, apesar de menos intensa (Szakacs & Tengerdy, 1997;
Kluczek-Turpeinen ef al., 2003). Os fungos saprofitas sdo, de entre os microrganismos
existentes, os que realizam com maior eficiéncia a degradagdo de compostos
lenhoceluldsicos, devido, essencialmente, a ac¢do de variados complexos enzimaticos

por eles produzidos (Knapp, 1985).

Por razdes de simplicidade, rapidez e economia, os métodos de difusdo em agar sdo
muito usados para a detec¢do primaria de actividades enzimaticas extracelulares e ao
mesmo tempo fornecem uma estimativa da quantidade de enzima produzida. Estes
métodos usam as propriedades fisico-quimicas especificas do substrato utilizado como
fonte de carbono como, por exemplo, a sua solubilidade, a capacidade de gelificar ou a
possibilidade de interagir com corantes (Santos & Lima, 2005). O uso de corantes
poliméricos como substratos analogos da lenhina constitui um método simples, rapido e
quantitativo, por espectrofotometria, para avaliar a actividade do metabolismo
secundario envolvido no sistema de degradacdo da lenhina. Estes corantes sdo
compostos facilmente soluveis e estaveis, sdo obtidos comercialmente em estado puro,
ndo sdo dispendiosos e apresentam muito reduzida toxicidade para os fungos. A
correlagdo entre a descoloragdo dos corantes e a actividade lenhinolitica foi testada por

comparacdo do efeito de parametros fisiologicos, mutagdes e estimulagdo/ inibigdo de
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ambos os processos, verificando-se o comum envolvimento do sistema de degradagéo

de lenhina dos fungos (Glenn & Gold, 1983).

As possiveis dedugdes dos testes in vitro para a situagdo natural apresentam as
limitagdes inerentes a testes presuntivos, em que os substratos utilizados representam os
compostos existentes na natureza, com culturas puras de fungos e em condi¢des
supostamente ideais para a actividade enzimatica a detectar mas que podem ndo ser as

optimas para o crescimento ou produgéo de extrolitos fungicos.

4.3.2. Antagonismos entre fungos

ApoOs a abertura das galerias e estabelecimento de fungos torna-se necessaria a
manutengdo das colonias dos fungos que servem de alimento a larvas e imagos, o
controlo de fungos indesejaveis e evitar a asfixia pelo excessivo crescimento de micélio.
Apesar da gestdo dos fungos nas galerias dos insectos ambrésia nos hospedeiros ser
assegurada principalmente pela actividade dos parentais, também as interac¢des entre os
varios fungos exercem um autocontrolo determinante da sucessdo micologica espacio-
temporal das galerias. A avaliagdo das relagdes interespecificas tem grande importancia
tanto na compreensdo do papel ecologico de cada fungo nas comunidades microbianas

como na defini¢do da capacidade combativa de potenciais agentes de biocontrolo.

Para avaliar uma possivel ac¢do de antagonismo entre os fungos em estudo estabeleceu-
se a confrontagdo directa entre cada par de fungos de acordo com os esquemas descritos
em 3.2.2., observando-se finalmente o seu crescimento nas varias condi¢des de
vizinhanga. Na Figura 24 apresentam-se exemplos das placas cultura resultantes dos

testes de confrontagdo realizados.
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Figura 24 — Exemplos das placas de cultura dos testes de antagonismo.

Os resultados foram analisados para cada par de fungos em confrontacdo directa e
registados de acordo com os critérios indicados por Wald et al. (2004): sobreposigdo,
invasdo e “deathlock” (Anexo 3). Apds o calculo dos valores representativos do
comportamento de cada fungo nas confrontagdes construiu-se o diagrama da Figura 25
onde, para além de verificar cada situacdo independente, é possivel ter uma viséo
generalizada da acg@o de cada fungo sobre os outros e comparar os resultados das duas
situagdes analisadas: a inoculagdo simultanea de todos os fungos no meio de cultura e a
inoculagdo faseada em que se inoculou os diferentes fungos de acordo com as

respectivas taxas de crescimento de modo a anular este efeito.

Na competi¢do entre fungos ha que ter em conta a captura primaria de recursos, quando
dois ou mais micélios estdo limitados pela dependéncia comum do substrato nutritivo
ou outro factor ambiental, e a captura secundaria dos recursos, se um fungo ja tiver
colonizado o substrato primario mas for substituido por outro competidor (Jeffries &
Young, 1994). O sucesso na captura primaria dos recursos ¢ determinado por varios
factores, incluindo a dispersdo eficiente, rapida germinacdo dos esporos e extensdo
micelial e a capacidade para utilizar os compostos orgénicos disponiveis (Boddy, 2000).
Os processos de interacgdo entre os fungos, principalmente ao nivel do
micoparasitismo, sdo por vezes muito especificos, envolvendo mecanismos bioquimicos
e fisiologicos de reconhecimento e resposta que determinam a invasdo fisica do

hospedeiro ou dos seus recursos (Jeffries & Young, 1994).
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Inoculacao simultanea Inoculacao faseada

Raffaelea sp. - B5
Raffaelea sp. - B6
Acremonium Sp.

Nodulisporium sp.

Scytalidium sp.
Trichoderma sp.

Gliocladium sp.

Figura 25 — Diagrama representativo dos resultados dos testes de antagonismo.

A capacidade antagonista de um fungo ¢ determinada, em parte, pelo seu estado
fisiologico, pelo que alteragdes das condi¢des quimicas e fisiologicas ou nutricionais
associadas com a utilizagdo dos recursos vdo afectar o resultado final da interacg@o.
Podem distinguir-se varios mecanismos envolvidos nos processos de antagonismo como
produgdo de antibidticos, secre¢do de enzimas liticas, interferéncia de hifas e penetragio

directa no hospedeiro (Jeffries & Young, 1994).

Entre os varios fungos isolados directamente a partir dos insectos e das suas galerias em
sobreiro, varios sdo ja conhecidos como antagonistas, sendo mesmo usados no controlo
de diversos patogénios de plantas. O que demonstrou maior ac¢do antagonista sobre os
outros fungos testados foi Acremonium sp., especialmente quando inoculado de modo a

compensar as diferentes taxas de crescimento, em que invade o espago de todos os
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outros fungos, conseguindo assim a captura primaria dos recursos ao contrario do que
acontece quando inoculado simultaneamente. Este género é considerado antagonista
fingico e toxinogénico (Kiffer & Morelet, 1997). Acremonium zeae Gams & Sumner,
por exemplo, interfere fortemente no crescimento das colonias de Aspergillus flavus
Link e Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg quando confrontados em placa de
Petri. O seu efeito inibidor tanto do crescimento dos fungos como da consequente
producdo de toxinas foi verificado sobre grdos de milho, estando envolvidas substancias
antibioticas neste processo de interacg¢do com os fungos competidores (Wicklow et al.,

2005).

Trichoderma sp., apesar do seu rapido crescimento, acaba por sofrer a ac¢do dos outros
fungos que invadem o seu espago ou crescem sobre o seu micélio, apenas consegue
invadir Raffaelea sp.. Gliocladium sp., quando em igualdade de crescimento, consegue
invadir ou sobrepor os outros fungos excepto Acremonium sp. que o invade a ele. E o
unico fungo que para além da captura primaria consegue exercer a captura secundaria

dos recursos principalmente em relagéo a Raffaelea sp.

Tanto Tricoderma spp. como Gliocladium spp. compreendem fungos antagonistas,
usados comercialmente em controlo bioldgico de varias doengas. De facto, varias
espécies de Trichoderma, como T. harzianum Rifai, T. polysporum (Link) Rifai e 7.
viride Pers. e T. virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx (Gliocladium virens
J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) tém demonstrado uma eficiente acgdo antifungica
em fungos dos géneros Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Cryphonectria, Fusarium,
Pythium, Rhizoctonia, Sclerotium, entre outros, assim como no controlo de fungos
degradadores de madeira como Lentinus, Trametes, Phlebia, Irpex, Postia, Neolentinus
e Gloeophyllum (Highley & Ricard, 1988; Samuels, 1996, Hermosa et al., 2000; Wilhite
& Straey, 1996; Highley, 1997). Ensaios in vitro (confrontagdo em placa de Petri)
revelaram também a acc¢do antagonista de 7. virens sobre fungos do azulamento da
madeira (Ceratocystis pilifera (Fr.) C. Moreau, C. minor (Hedgc) J. Hunt e
Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud) (Highley et al., 1997). Para além da
panoplia de enzimas liticas, que incluiem quitinases e [3-1,3-glucanases, determinantes
na acc¢do de degradagdo da parede celular fungica, Trichoderma spp. é também produtor
de varios antibidticos que interferem nos processos de crescimento e esporulagio dos

fungos combativos (Wilhite & Straey, 1996; Barbosa et al., 2001). Do mesmo modo, os
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fungos do género Gliocladium sdo conhecidos antagonistas de fungos, sendo
comercializados produtos fungicidas & base deste fungo utilizados em modo de
produgdo biol6gico. Espécies do género Gliocladium exercem a sua acgfio sobre fungos
como Botrytis sp., Fusarium sp., entre outros (Teperi et al., 1998; K&hl et al., 1999).

Os dois isolados do género Raffaelea apresentam um comportamento equivalente em
ambas as situa¢des: quando confrontados consigo mesmo ou entre si atingem uma
situagdo de “deathlock” em que ambos param de crescer sem que se sobreponham ou
invadam o espago do outro; quando confrontados com fungos dos outros géneros ou
deixam invadir o seu espago ou mesmo sobrepor o seu micélio. Tanto na inoculagado
simultdnea como na faseada, Gliocladium sp. tem a capacidade de sobrepor Raffaelea
sp., enquanto em relagio a Nodulisporium sp. e Scytalidium sp. ha uma diferenca de
comportamento quando Raffaelea sp. tem oportunidade de se desenvolver primeiro,
confrontando-se ja em igualdade de crescimento: na inoculagio faseada é invadida por
Nodulisporium e encontra-se em “deathlock” com Scytalidium sp. Nao existe
informagdo quanto & capacidade antagonista de Raffaelea sp, nem mesmo de outros
fungos da ordem Ophiostomatales. Ficou verificado que para além da sua reduzida taxa
de crescimento, estes fungos néio revelaram ac¢do combativa quando confrontados com
os outros fungos, mesmo na inoculagfio faseada, deixando-se na maioria dos casos

invadir ou mesmo sobrepor.

Scytalidium sp. revelou actividade antagonista, principalmente quando inoculado
simultaneamente; na inoculagéio faseada, apenas consegue invadir o espago de Raffaelea
sp. € Trichoderma sp. A captura priméria efectuada por este fungo parece estar
associada essencialmente 3 sua elevada taxa de crescimento. O género Scytalidium é
considerado um fungo antagonista (Kiffer & Morelet, 1997). E conhecido um
metabolito isolado de filtrados de culturas deste género que apresenta actividade contra
varios fungos in vitro (Subramanian, 1983). Em 1973, Klingstrom & Johansson,
mostraram que vérias espécies deste género (S. aurantiacum Klingstrom & Beyer, S.
album Beyer & Klingstrom e S. lignicola) mostraram acgéio antagonista contra fungos
degradadores de madeira mas foram fracos inibidores de fungos do azulamento da
madeira. Em blocos de madeira de bétula verificou-se a acgio antagonista de
Scytalidium sp. sobre fungos causadores de podriddo branca e podridio castanha (Cease
et al., 1989).
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Nodulisporium sp. apresenta uma taxa de crescimento elevada, sendo a sua capacidade
de captura de recursos bastante influenciada por esse factor. Ndo se encontram
referéncias a estudos anteriores de antagonismo relativos a este fungo, conhecendo-se
apenas a sua capacidade de produzir um composto com propriedade insecticida (acido
nodulispoérico) (Platas ef al., 2002). J4 em relagio ao seu teleomorfo, B. mediterranea,
foram realizados vérios testes de confrontagido em placa de Petri com fungos endo6fitos
de sobreiro, tendo-se verificado para a maioria das espécies vantagem competitiva,
nomeadamente vérias espécies de Trichoderma (1. asperellum Samuels, Lieckfeldt &
Nirenberg, T. citrinoviride Bissett, T. fertile Bissett, T. harzianum Rifai) cujo micélio
sobrepds o de B. mediterranea (Franceschini, 2006; Maddau et al., 2006).

Apesar dos ensaios laboratoriais fornecerem informagdes validas, a interpretag@io dos
resultados e a sua extrapolagdio para o campo tem que ser cautelosa uma vez que as
interac¢des em culturas artificiais e em substratos naturais nfo sdo necessariamente
semelhantes. Os testes in vitro sfo feitos com misturas de culturas puras em condi¢des
ambientais favoraveis e excesso de nutrientes, pelo que apenas fornecem a indicagfio da
susceptibilidade dos fungos na auséncia dos competidores naturais (Jeffries & Young,
1994). O potencial hidrico, regime gasoso ¢ a temperatura afectam consideravelmente
os resultados das interacgdes nas culturas artificiais, assim como as dimensdes e a
qualidade dos recursos a que os fungos tém acesso. A configuraggo inicial do padréo de
inoculagfio de mais de duas espécies influencia consideravelmente o desenvolvimento
da comunidade, independentemente da quantidade e proporgcdo de indculo (Boddy,
2000).
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P. cylindrus tem sido considerado, ao longo dos tltimos anos, como um dos mais
importantes agentes bi6ticos directamente implicados no processo de declinio do
sobreiro. Sendo um insecto ambrésia, estabelece uma relagio simbiética com fungos
essenciais ao desenrolar do seu ciclo de vida. O conhecimento da micoflora associada
ao insecto e o esclarecimento das fungdes desempenhadas por cada fungo na interac¢do
insecto-fungo-hospedeiro, sdo contributos indispenséveis para a compreensdo das
estratégias de ataque de P. cylindrus ao sobreiro.

Neste trabalho, foi obtida uma vasta panéplia de fungos, tanto directamente do insecto
como das suas galerias em sobreiro, alguns ainda nfio relacionados com P.cylindrus ou
mesmo com outros insectos ambrésia. Foram isolados fungos dos géneros Acremonium,
Aspergillus, Beauveria, Botrytis, Chaetomium, Fusarium, Geotrichum, Gliocadium,
Nodulisporium, Paecilomyces, Penicillium, Raffaelae, Scytalidium, Streptomyces,
Trichoderma ¢ ordem Mucorales. Os géneros Beauveria, Chaetomium, Geotrichum ¢
Streptomyces ndo tinham ainda sido isolados desta interacg#o, assim como a espécie R.
canadensis, que assume redobrada importéincia: o género Raffaelea inclui vérios fungos
ambrosia, nomeadamente R. ambrosiae € R. montetyi, especificas de P. cylindrus, no
entanto, R. canadensis nfo estava ainda associada ao insecto nem referida em Portugal.

A importincia relativa dos fungos isolados a partir dos insectos e suas galerias ¢ muito
varidvel e discutivel: para além dos envolvidos na alimentagfio do insecto, alguns sdo
potencialmente patogénicos para a 4rvore hospedeira, enquanto outros poderdo ser
antagonistas ou simplesmente sapréfitas que se envolvem numa relagio comensalista

com o hospedeiro.

A maioria dos insectos ambrésia mais agressivos esté associada a pelo menos um fungo
patogénico, possivelmente necessario para superar as defesas do hospedeiro. Os casos
mais estudados sdo os ataques de escolitideos que transportam e inoculam fungos da
ordem Ophiostomatales em coniferas (Paine et al., 1997), no entanto, sdo varias as
situagdes de Fagiceas, nomeadamente quercineas que sofrem ataques similares. A
situagfio mais paralela da interacgdo P. cylindrus — fungos ambrésia — sobreiro reporta-
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se ao caso japonés, atrds referido, em que foi provado o efeito patogénico de R.
quercivora em varios hospedeiros. Deste modo, para além de pormenorizar a
caracterizagdio dos varios fungos do género Raffaelea obtidos, torna-se essencial testar a
sua patogenicidade assim como dos outros fungos potencialmente prejudiciais ao
sobreiro. A vecgdo (especifica ou aleatéria) de fungos nocivos para o sobreiro foi ainda
verificada no caso de Nodulisporium sp., anamorfo do fungo responsavel pelo carvio do

entrecasco.

A presenca de Raffaelea spp. tanto nos vérios orgios do insecto amostrados como nas
suas galerias em sobreiro foi bastante evidente, apoiando a possibilidade de estes fungos
integrarem o complexo de fungos ambroésia especificos de P. cylindrus. De qualquer
modo, para além destes, foi obtido um conjunto de fungos maioritariamente saprofitas,
cuja incidéncia aponta para um envolvimento na interacgfo. Grande parte dos fungos foi
ingerida pelos insectos, revelando o seu papel na alimentagdo dos imagos (Acremonium
sp., Aspergillus sp., Gliocladium sp., Nodulisporium sp., Penicillium sp., Raffaelea sp.,
Streptomyces sp. e Trichoderma sp.). O potencial de degradagio da madeira, que auxilia
na abertura das galerias ¢ permite a obtengfo de nutrientes orgdnicos necessarios ao
estabelecimento das colonias flingicas, foi apenas observado para alguns fungos
(Nodulisporium sp., Scytalidium sp., Trichoderma sp. e Gliocladium sp.). A acgdo
antagonista, que podera contribuir para a gestfio do crescimento dos fungos nas galerias,
foi mais intensa no caso de Acremonium sp. e Gliocladium sp., sobretudo quando se

anula o efeito das diferentes taxas de crescimento.

Com estas observagbes pretendia-se avaliar a implicagdo dos diferentes fungos na
relagdo com o insecto € o sobreiro, assim como a sua sucessdo nas galerias: parte-se do
principio que os fungos com capacidade lenhinocelulolitica seriam os primeiros a
estabelecer-se nas galerias e que a acgfio antagonista entre os varios fungos presentes
contribuiria para a defini¢8io de colonias posteriores. Os resultados obtidos ndio foram
totalmente esclarecedores, sobretudo atribuindo aos ensaios in vitro um caracter
meramente indicador e nfo representativo dos ecossistemas naturais. Uma das
principais conclusdes refere-se a Raffaela spp., que apesar de ndo ser um fungo
pioneiro, consegue impor-se nas galerias de sobreiro e 6rgdos de transporte do insecto,

estabelecendo uma nitida relagéio de fungo ambrdsia principal com P. cylindrus.
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Sendo os fungos ambrdsia essenciais ao desenrolar do ciclo de vida destes insectos, a
inibi¢@io do seu desenvolvimento podera ser uma ferramenta interessante para o controlo
da praga P. cylindrus no montado. A aplicagio de fitof4rmacos em sistemas florestais é
muito condicionada, nomeadamente pelas normas impostas pelos sistemas de
certificagfo florestal (FSC, 2005). Sdo muito poucos os produtos homologados e, de um
modo geral, a implementagfio de medidas de luta quimica para além de envolver
avultados recursos financeiros e humanos, tem efeitos ecologicos negativos,
particularmente no caso do sobreiro cuja utilizag@io da corti¢a no sector vinicola proibe a
utilizagfio de produtos com cloro, organoclorados e organofosforados pela sua possivel
implicagdo no aparecimento de TCA (tricloroanisol) na cortiga (Pereira ef al., 1999a).
Entre os novos métodos de protecgio que podem vir a ser testados, deverdo privilegiar-
se métodos biolégicos: o uso de fungos antagonistas dos fungos ambrésia principais
(como Gliocladium sp. que revelou a capacidade de se sobrepor a Raffaelea sp.
impedindo o seu desenvolvimento, in vitro) e de armadilhas iscadas com feromonas
especificas para P. cylindrus constituem estratégias de grande interesse, tanto para o
controlo indirecto como directo desta praga.
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Anexo 1

ANEXO 1

Graficos representativos dos crescimentos acumulados de micélio ao longo do tempo, a

diferentes temperaturas para os fungos Raffaelea sp., isolados BS e B6, Acremonium

sp., Nodulisporium sp., Scytalidium sp., Trichoderma sp. e Gliocladium sp.

Resultados do tratamento estatistico referente a defini¢do das temperaturas optimas de

crescimento para os diferentes géneros: médias e desvios padrdo do nimero de dias de

crescimento até o didmetro da coldnia atingir o final da fase logaritmica ou, nos casos

em que essa fase ndo foi definida, as medianas das dimensdes atingidas até ao final do

tempo de ensaio (Raffaelea sp. — 3 cm, Acremonium sp. — 7 cm, Nodulisporium sp. —7

cm, Scytalidium sp. — 7 cm, Trichoderma sp. — 7 cm e Gliocladium sp. — 4 cm);

comparagdo através de teste T das médias do niimero de dias calculados para as

temperaturas que apresentaram valores de crescimento 6ptimos proximos.

TemperatyDados Total
Raffaelea sp. (isolado BS) i 20{Média de B5 9,666666667
-5 | DesvPad de B5 | 0,492365964
80 7 5° 25|Média de B5 9
E — - ——— 10° DesvPad de B5 0
g:g ] 1 27,5|Média de B5 7,333333333
D% e DesvPad de B5 | 0,492365964
el I o 30|Médiade B5 | 10,33333333
20| 2;5 DesvPad de B5 | 0,492365964
& 10 = e (em branc{Média de B5
S e % 8 & s e i R —-— DesvPad de B5
Tempo [dias] i 40; Total Média de B5 9,083333333
= Total DesvPad de BS 1,199881791
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 27
Group 2: 20
Mean Mean t-value | df P Valid N | Valid N | Std.Dev. | Std.Dev. F-ratio p
Variable 27 20 27 20 27 . | =20 Variances = Variances
B5 7,333333 9,666667 -11,6082 22 0,000000 12 12 0,492366 0,492366 1,000000 1,000000
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 27
Group 2: 25
Mean Mean t-value | df p Valid N | Valid N | Std.Dev. | Std.Dev.  F-ratio p
Variable 27 25 27 25 27 25 Variances | Variances
B5 7,333333 9,000000 -11,726C 22 0,000000 12 12 0,492366 0,00 0,00 1,000000
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 27
Group 2: 30
Mean Mean t-value | df p Valid N | Valid N | Std.Dev. | Std.Dev. | F-ratio p
Variable 27 30 27 30 27 30 Variances | Variances
B5 7,333333 10,33333 -14,9248 22 0,000000 12 12 0,492366 0,492366 1,000000 1,000000
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TemperatyDados Total
Raffaelea sp. (isolado B6) 20|Média de B6 10,33333333
e DesvPad de B6 | 0,492365964
5 T 25|Média de B6 9
En o o S DesvPad de B6 0
‘s 60 150 30{Média de B6 8,583333333
'—g 50 4 = - ——20° DesvPad de B6 | 0,514928651
g 40 /,/,,f:j“/"’ ] |——25° 32,5|Média de B6 9,75
g e | DesvPad de B6 | 0,452267017
S " ”: e '*22;5‘1 (em brancqMédia de B6
il e et a | | oo DesvPad de B6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 e Total Média de B6 9,416666667
Tempo [dias] — Total DesvPad de B6 0,794484533
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 30
Group 2: 20
Mean Mean t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 30 20 30 20 30 20 Variances = Variances
B6 8,5683333 10,33333 -8,5089¢ 22 0,000000 12 12 0,514929 0,492366 1,093750 0,884516
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 30
Group 2: 25
Mean Mean t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio P
Variable 30 25 30 25 30 25 Variances = Variances
B6 8,583333 9,000000 -2,8030€ 22 0,010363 12 12 0,514929 0,00 0,00 1,000000
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 30
Group 2: 32
Mean Mean t-value df p Valid N | Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 30 32 30 32 30 32 Variances @ Variances
B6 8,583333 9,750000 -5,8969€ 22 0,000006 12 12 0,514929 0,452267 1,296296 0,674398
Acremonium sp. 7 Temperatu Dados Total
|5 | 20|Média de B7 10,5
| =75 DesvPad de B7 | 0,522232968
o — o | 25(Média de B7 | 10,41666667
— o
eop — T — e DesvPad de B7 | 0,514928651
g0 - 7 — - 27,5|Média de B7 | 10,08333333
g0l s — 27,5 DesvPad de B7 | 0,288675135
% 20 . - P 3 | (em brancqMédia de B7
But——— - ——85° | DesvPad de B7
| ot a b A A 37,5° e
e . & 3 & h s g T o Total Média de B7 10,33333333
Tempo [dias] Lo Total DesvPad de B7 0,478091444
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 27
Group 2: 25
Mean Mean t-value | df p Valid N  Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 27 25 27 25 27 25 Variances | Variances
B7 10,08333 10,41667 -1,95604 22 0,063276 12 12 0,288675 0,514928 3,181818 0,067440
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T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 27
Group 2: 20
Mean | Mean | twalue df p | ValidN ValidN ' Std.Dev.  Std.Dev. | F-ratio p
Variable 27 20 | = 27 20 27 20 | Variances | Variances
B7 10,08333 10,50000 -2,41890C 22 0,024287 12 12 0,288675 0,522233 3,272727 0,061344
r | [TemperatdDados Total
Noduksporium sp. R 30[Média de B8 3
==l DesvPad de B8 0
® — e 32,5|Média de B8 2,75
E Wy ) P2 | 5 DesvPad de B8 | 0,452267017
e 7 e (em branc{Média de B8
ol /A S - DesvPad de B8
M. B e Total Média de B8 2,875
E 20 = 35; Total DesvPad de B8 0,337831962
<
1: | L d o ‘ o e | 37,5°
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 40°
Tempo [dias] B
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 30
Group 2: 32
Mean Mean t-value df p Valid N Valid N ' Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 30 32 30 32 30 32 Variances | Variances
B8 3,000000 2,750000 1,914854 22 0,068603 12 12 0,00 0,452267 0,00 1,000000
- o N | [TemperatdDados Total
‘ Scytalidium sp. 0 | 20{Média de B4 4
- 250 DesvPad de B4 0
%0y . R 50 25|Média de B4 4083333333
E = | 10° DesvPad de B4 | 0,288675135
s 15 30|Média de B4 4
3. 200 DesvPad de B4 0
g o | o280 32,5|Média de B4 4,166666667
Ex 30 DesvPad de B4 | 0,389249472
S ol o gt . 3250 (em branc{Média de B4
| ol L ——s —7;_ N | ' 350 DesvPad de B4
% S Ao a7 | |Total Média de B4 4,0625
| - B - - Total DesvPad de B4 0,244623027
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 32
Group 2: 30
Mean Mean t-value | df p Valid N | Valid N | Std.Dev. | Std.Dev.  F-ratio P
Variable 32 30 32 30 32 30 Variances | Variances
B4 4,166667 4,000000 1,483240 22 0,152196 12 12 0,389249 0,00 0,00 1,000000




Anexo 1

T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 25
Group 2: 30
Mean Mean t-value | df o} Valid N  Valid N | Std.Dev. | Std.Dev. F-ratio p
Variable 25 30 25 30 25 30 Variances = Variances
B4 4,083333 4,000000 1,000000 22 0,328183 12 12 0,288675 0,00 0,00 1,000000
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 20
Group 2: 30
Mean Mean | t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 20 30 20 30 20 30 Variances = Variances
B4 4,000000 4,000000 22 12 12 0,00 0,00
— . |TemperatujDados Total
N e | | 25|Média de B2 3
' J .25 DesvPad de B2 0
80 \ 5 30|Média de B2 2
Y I ; e DesvPad de B2 0
I 7/ - e | 32,5[Média de B2 2
g_: 50 /’/ SEREERE : . 25° ‘ : DeSVPad de BZ 0
3wl || 35|Média de B2 2
el JIIf - o |25 | DesvPad de B2 0
go 4 > - o gt 37,5|Média de B2 2,75
S 0 /A ; 40; ,, DesvPad de B2 | 0,452267017
o L& —— corid | gzl (em brancqMédia de B2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 450 1 DeSVPad de Bz
Tounyo o) . [Total Média de B2 2,35
— |Total DesvPad de B2 0,480994732
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 37
Group 2: 32
Mean Mean t-value df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 37 32 37 32 37 32 Variances = Variances
B2 2,75000C0 2,000000 5,744563 22 0,000009 12 12 0,452267 0,00 0,00 1,000000
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 25
Group 2: 30
Mean Mean t-value df p ValidN Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 25 30 25 30 25 30 Variances _Variances
B2 2,991667 2,000000 119,0000 22 0,00 12 12 0,028868 0,00 0,00 1,000000
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TemperatuDados Total
Gllocladium 8p, —e 20{Média de P23 11,75
=250 DesvPad de P23 | 1,215431087
& - 5° 25|Média de P23 10,41666667
g: - - 10° DesvPad de P23 | 0,514928651
Bl P =5 30|Média de P23 9,5
3 4 S Bl DesvPad de P23 | 0,522232968
| B W % i 32,5|Média de P23 | 11,33333333
| 5= el Ep——— 2‘2"’5“ DesvPad de P23 | 0,651338947
'ﬁf e — e Y e (em brancqMédia de P23
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 a7 50 DesvPad de P23
: Tempo [dias] e Total Média de P23 10,75
E Total DesvPad de P23 1,157767477
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 30
Group 2: 20
Mean Mean t-value | df p Valid N | Valid N | Std.Dev. | Std.Dev.  F-ratio p
Variable 30 20 30 20 30 20 Variances | Variances |
P23 9,500000 11,75000 -5,89188 22 0,000006 12 12 0,522233 1,215431 5,416667 0,009292
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 30
Group 2: 25
Mean Mean t-value | df p Valid N | Valid N | Std.Dev.  Std.Dev.  F-ratio p
Variable 30 25 30 25 30 25 Variances | Variances
P23 9,500000 10,41667 -4,32972 22 0,000270 12 12 0,522233 0,514928 1,028571 0,963576
T-tests; Grouping: Temperatura (temperaturas)
Group 1: 30
Group 2: 32
Mean Mean t-value | df p Valid N | Valid N | Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
Variable 30 32 30 32 30 32 Variances | Variances
P23 9,500000 11,33333 -7,6072C 22 0,000000 12 12 0,522233 0,651338 1,555556 0,475573
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ANEXO0 2

Resultados da andlise de sequéncias de isolados dos varios géneros com 0 programa

Blast.

> Raffaelea sp. (isolado A)

Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)
gb/M83261.1]OPHRR18S Ophiostoma ulmi 18S ribosomal RNA 1443 0.0

gb|DQ471003.1] Ophiostoma piliferum isolate AFTOL-ID 910 18S .. 1432 0.0
emb|AJ243295.1|0P1243295 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, str 1432 0.0
emb|AJ243294.1|0P1243294 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, non 1432 0.0

gb|AY497515.1] Ophiostoma quercus voucher TUB F4272 small sub... 1430 0.0
gb|M85053.1JOPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1426 0.0
gb|M85054.1/OPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1426 0.0
gb|AF267227.1|AF267227 Endomyces scopularum strain NRRL Y-176... 1421 0.0
gb|AF234835.1]AF234835 Ophiostoma querci AU13 18S ribosomal RNA 1421 0.0
gb|AF139810.1]AF139810 Ophiostoma floccosum isolate 387N 18S ... 1421 0.0

> Raffaelea sp. (isolado B)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gb|M83261.1JOPHRR18S Ophiostoma ulmi 18S ribosomal RNA 1476 0.0
gblAY497515.1] Ophiostoma quercus voucher TUB F4272 small sub... 1471 0.0
emb|AJ243295.1/0P1243295 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, str 1465 0.0
emb|AJ243294.1|0P1243294 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, non 1465 0.0
gb|AY497510.1] Ophiostoma araucariae voucher TUB F3264 small ... 1463 0.0
gb|M85053.1|OPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1459 0.0

gb|M85054.1JOPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1459 0.0
gb/DQ471003.1] Ophiostoma piliferum isolate AFTOL-ID 910 18S .. 1458 0.0
gbl|AY858662.1] Ophiostoma penicillatum strain TUB F4280 small... 1458 0.0
gblAY497511.1| Ophiostoma arborea voucher TUB F4270 small sub... 1458 0.0

> Raffaelea sp. (isolado BS5)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gb/M83261.1]OPHRR18S Ophiostoma ulmi 18S ribosomal RNA 1467 0.0
gb|AY497515.1] Ophiostoma quercus voucher TUB F4272 small sub... 1461 0.0
emb|AJ243295.1|0P1243295 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, str 1456 0.0
emb|AJ243294.1|0P1243294 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, non 1456 0.0

gblAY497511.1] Ophiostoma arborea voucher TUB F4270 small sub... 1452 0.0
gb|M85053.1JOPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1450 0.0
gb/M85054.1|OPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1450 0.0
gb|AY497510.1] Ophiostoma araucariae voucher TUB F3264 small ... 1450 0.0
gb|D0Q471003.1] Ophiostoma piliferum isolate AFTOL-ID 910 18S ... 1448 0.0
gb|AY497512.1] Ophiostoma bicolor voucher TUB F4269 small sub... 1448 0.0
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> Raffaelea sp. (isolado B6)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gb/M83261.1JOPHRR18S Ophiostoma ulmi 18S ribosomal RNA 1489 0.0
gb|AY497515.1] Ophiostoma quercus voucher TUB F4272 small sub... 1483 0.0
emb|AJ243295.1|0P1243295 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, str 1478 0.0
emb|AJ243294.1/0P1243294 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, non 1478 0.0
gblAY497510.1] Ophiostoma araucariac voucher TUB F3264 small ... 1478 0.0
gblAY858662.1] Ophiostoma penicillatum strain TUB F4280 small... 1474 0.0
gblAY497511.1] Ophiostoma arborea voucher TUB F4270 small sub... 1474 0.0
gbM85053.1|/OPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1472 0.0
gbM85054.1|JOPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1472 0.0
gb|DQ471003.1| Ophiostoma piliferum isolate AFTOL-ID 910 18S ... 1471 0.0

> Raffaelea sp. (isolado C)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gb/M83261.1JOPHRR18S Ophiostoma ulmi 18S ribosomal RNA 1489 0.0
gblAY497515.1] Ophiostoma quercus voucher TUB F4272 small sub... 1483 0.0
emb|AJ243295.1/0P1243295 Ophiostoma piliferum 185 rRNA gene, str 1478 0.0
emb|AJ243294.1|0P1243294 Ophiostoma piliferum 185 rRNA gene, non 1478 0.0
gbl|AY497510.1] Ophiostoma araucariac voucher TUB F3264 small .. 1476 0.0
gb/M85053.1JOPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1472 0.0
gb/M85054.1/OPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1472 0.0
gb|D0O471003.1] Ophiostoma piliferum isolate AFTOL-ID 910 18S .. 1471 0.0

gblAY858662.1] Ophiostoma penicillatum strain TUB F4280 small... 1471 0.0

gblAY497511.1| Ophiostoma arborea voucher TUB F4270 small sub... 1471 0.0

> Raffaelea sp. (isolado D)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gbjAY497516.1] Ophiostoma serpens voucher CBS 649.89 small su... 1482 0.0
gblAY858665.1| Raffaclea canadensis strain CBS 168.66 small s... 1467 0.0
gb|{M85053.1JOPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1461 0.0
gb|M85054.1JOPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1461 0.0
gbl|AF267227.1|AF267227 Endomyces scopularum strain NRRL Y-176... 1456 0.0
embl|AJ243295.1|0P1243295 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, str 1456 0.0
emb|AJ243294.1|0P1243294 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, non 1456 0.0
gb/M83261.1|OPHRR18S Ophiostoma ulmi 18S ribosomal RNA 1456 0.0
gblAY858662.1] Ophiostoma penicillatum strain TUB F4280 small... 1456 0.0
dbj|AB007664.1| Ophiostoma cucullatum gene for 18S rRNA, part... 1452 0.0
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> Raffaelea sp. (isolado E)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gblAY858665.1] Raffaclea canadensis strain CBS 168.66 small s... 1461 0.0
gb|AY497516.1] Ophiostoma serpens voucher CBS 649.89 small su.. 1459 0.0
gb|AY497513.1] Ophiostoma cucullatum voucher TUB F3234 small ... 1441 0.0
gblAY858662.1] Ophiostoma penicillatum strain TUB F4280 small... 1435 0.0
gb|M85053.1|OPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1432 0.0
gbM85054.1/OPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1432 0.0
gb|AF267227.1|AF267227 Endomyces scopularum strain NRRL Y-176... 1426 0.0
emb|AJ243295.1|{0P1243295 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, str 1426 0.0
emb|AJ243294.1|0P1243294 Ophiostoma piliferum 185 rRNA gene, non 1426 0.0
gb|M83261.1JOPHRR18S Ophiostoma ulmi 18S ribosomal RNA 1426 0.0

> Raffaelea sp. (isolado M)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gblAY497522.1] Raffaclea montetyi voucher TUB F4264 small sub... 1051 0.0
gblAY497521.1] Raffaclea montetyi voucher TUB F4263 small sub... 1051 0.0
gb|AY497520.1] Raffaelea montetyi voucher CBS 463.94 small su.. 1051 0.0
gblAY497509.1] Ambrosiella sulfurea voucher TUB F4271 small s... 1029 0.0
gblAY858661.1] Dryadomyces amasae strain TUB F4290 small subu... 994 0.0
gbl|AY497514.1] Ophiostoma piceaperdum voucher TUB F3232 small... 985 0.0
gb|AY858660.1] Dryadomyces amasae strain CBS 116694 small sub... 976 0.0
gblAY497516.1] Ophiostoma serpens voucher CBS 649.89 small su.. 974 0.0
gblAY497513.1] Ophiostoma cucullatum voucher TUB F3234 small ... 974 0.0
dbj|AB007667.1] Ophiostoma europhioides gene for 18S rRNA, pa... 970 0.0

> Raffaelea sp. (isolado X)
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gblAY858665.1] Raffaclea canadensis strain CBS 168.66 small s... 1443 0.0
gblAY497516.1] Ophiostoma serpens voucher CBS 649.89 small su... 1419 0.0
gb|AY497513.1| Ophiostoma cucullatum voucher TUB F3234 small .. 1419 0.0
gblAY497514.1] Ophiostoma piceaperdum voucher TUB F3232 small... 1408 0.0
gblAY858662.1] Ophiostoma penicillatum strain TUB F4280 small... 1397 0.0
gb/M85053.1J]OPHRR18SB Sporothrix schenckii 18S ribosomal RNA, pa 1391 0.0
gb|M85054.1|OPHRR18SA Ophiostoma stenoceras 18S ribosomal RNA 1391 0.0
gblAY497518.1] Raffaclea ambrosiae voucher CBS 185.64 small s... 1387 0.0
gb|AF267227.1]AF267227 Endomyces scopularum strain NRRL Y-176... 1386 0.0
emb|AJ243295.1|0OP1243295 Ophiostoma piliferum 18S rRNA gene, str 1386 0.0

107



Anexo 2

> Acremonium sp.
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gb|D0O882846.1| Acremonium crotocinigenum strain cc56 internal... 929 0.0
emb|AJ621773.1] Acremonium crotocinigenum 5.8S rRNA gene, ITS... 885 0.0
dbj|AB019365.1] Spicellum roseum genes for ITS1, 5.8 rRNA an.. 750 0.0
dbj|AB019364.1{ Spicellum roseum genes for ITS1, 5.8S rRNA an.. 750 0.0
gblAF081476.2]AF081476 Stachybotrys nephrospora 18S ribosomal... 603 3e-169
gb|AF081475.2|AF081475 Stachybotrys microspora 18S ribosomal ... 599 4e-168
embjAJ301992.1MLE301992 Myrothecium leucotrichum 18S rRNA ge... 595 5¢-167
gb|AF081469.1|AF081469 Stachybotrys chartarum strain UAMH 790... 588 8e-165
gblAY095977.1|] Stachybotrys chartarum strain B6 18S ribosomal... 584 1le-163
gb|AY095976.1| Stachybotrys chartarum strain B18 18S ribosoma... 584 1e-163

> Nodulisporium sp.
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gblAF280625.1] Biscogniauxia mediterraneca JCS55 internal trans... 941 0.0
gb|AF280624.1| Biscogniauxia mediterraneca CFB993 internal tra... 941 0.0
emb|AJ246222.1 BME246222 Biscogniauxia mediterranea 5.8S rRNA... 918 0.0

gblAF280626.1| Biscogniauxia mediterranea JC4 internal transc... 915 0.0
emb|AJ246226.1]BME246226 Biscogniauxia mediterranea 5.8S rRNA... 915 0.0
emb|AJ246225.1]BME246225 Biscogniauxia mediterranea 5.8S rRNA... 915 0.0
emb|AJ246221.1|BME246221 Biscogniauxia mediterranea 5.8S rRNA... 915 0.0
emb|AJ246227.1 BME246227 Biscogniauxia mediterranea 5.8S rRNA... 909 0.0

gblAF326482.1|AF326482 Biscogniauxia mediterranea strain  JC26... 907 0.0

gb|AF326479.1|AF326479 Biscogniauxia mediterranea strain JC80... 907 0.0
> Scytalidium sp.

Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)
gblAY762623.1] Scytalidium lignicola strain UAMH 1502 18S rib... 1351 0.0
gb|DQ471016.1| Pezicula carpinea isolate AFTOL-ID 938 18S sma... 1338 0.0
gbl|AY357286.1] Tricladium splendens strain 162-1436 18S ribos... 1338 0.0
gblAY357276.1] Geniculospora grandis strain UMB 198.01 18S ri.. 1338 0.0
gblAY357264.1] Anguillospora mediocris 18S ribosomal RNA gene... 1338 0.0
gblAY357263.1] Anguillospora fustiformis strain CCM F-06584 1... 1338 0.0
gbl|AY357262.1] Anguillospora furtiva strain CCM F-20483 18S r.. 1338 0.0
gb|D0O247809.1] Dermea acerina strain CBS 161.38 18S small rib... 1338 0.0
gb|DQ002903.1] Cryptosporiopsis radicicola small subunit ribo... 1338 0.0
gbJAY204631.1]| Tricladium splendens strain ccm-F16599 18S rib... 1338 0.0
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> Trichoderma sp.
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gb|AF455511.1] Hypocrea schweinitzii isolate wb246 small subu.. 1096 0.0
gblAF455469.1] Hypocrea schweinitzii isolate wb339 small subu... 1096 0.0
gblAF362103.1] Trichoderma citrinoviride strain T7 18S riboso... 1096 0.0
gb|AF359401.1] Trichoderma citrinoviride strain T118 18S ribo... 1096 0.0
gblAF359396.1] Trichoderma citrinoviride strain T3 18S riboso... 1096 0.0
emb|X93962.1|HSRRNA931 H.schweinitzii rTRNA genes and ITS1 and... 1096 0.0
emb|X93960.1|HSRR81791 H.schweinitzii rRNA genes and ITS1 and... 1096 0.0
emb|Z31013.1[HSITSRR1 H.schweinitzii (CBS 818.91) rRNA genes and 1096 0.0
emb|748949.1|TVITS12RR T.virgatum (T.citrinoviride) (ATCC 249.. 1096 0.0

emb|[X93963.1l HSRRNA928 H.schweinitzii rRNA genes and ITS1 and... 1096 0.0
> Gliocladium sp.
Sequences producing significant alignments: E value Score (Bits)

gblAF193238.1|AF193238 Nectria grammicospora large subunit ri.. 776 0.0
gb|AF210677.1] Clonostachys divergens strain CBS 967.73b inte... 776 0.0

gb|AY489716.1| Bionectria ochroleuca strain GJS90-227 28S rib... 776 0.0
gb|DQ862027.1] Bionectria ochroleuca isolate AFTOL-ID #187 28.. 771 0.0
gb|AF193227.1]AF193227 Bionectria cf. aureofulva large subuni.. 771 0.0
gb|AF210690.1] Bionectria compactiuscula strain CBS 919.97 in.. 771 0.0
gblAF210676.1] Bionectria ralfsii strain CBS 129.87 internal ... 771 0.0
gb|AF210674.1] Clonostachys miodochialis strain CBS 997.69 in.. 771 0.0
emb|AJ301998.1]MSP301998 Myrothecium sp. BBA69174 18S rRNA ge... 771 0.0
gblAY686634.1| Bionectria ochroleuca 28S ribosomal RNA gene, par 767 0.0
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ANEXO0 3

Registos dos resultados dos testes de antagonismo (D - “deathlock™; S -.sobrepde; I.-
invade; NS — sobreposto; IN — invadido).

ANEXO0 3

[ Fungo referéncia Inocula@o_simultanea Inoculaﬁ_o faseada
Raffaclea B5 Raffaelea B5
Raffaelea B5 Raffaelea B5
Raffaelea B5 Raffaelea B5
Raffaelea B5 Raffaelea B5
Raffaelea B5 Raffaelea B5
Raffaelea B5 Raffaelea B5
Raffaclea B6 Raffaelea B6
Ralfaelea B6 Raffaelea B6
Raffaelea B6 Raffaelea B6
Raffaelea B6 Raffaelea B6
Raffaelea B6 Raffaelea B6
Raffaelea B6 Raffaelea B6

Acremonium sp.

Acremonium sp.

Acremonium Sp.

Acremonium sp.

Acremonium Sp.

Acremonium sp.

Acremonium sp.

Acremonium sp.

Acremonium sp.

Acremonium Ssp.

Acremonium sp.

Acremonium sp.

NoduIT'sporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

Nodulisporium sp.

ScytalEum Sp.

§cytal:?ium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

Scytalidium sp.

[ Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp. Trichoderma sp.
Trichoderma sp. Trichoderma sp.
Trichoderma sp. Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Raffaelea B5

Raffaclea B6

Raffaelea B5 Raffaelea B6
Raffaelea B5 Raffaelea B6
Raffaelea B5 Raffaelea B6
Raffaelea B5 Raffaelea B6
Raffaelea B5 Raffaelea B%

o|o|o|olo|olo|o|o|o|o|o]o|o|o|ojo|o] o|o|o|o|o|o]o|o|o|o|o|o] olo|o|o|o|o] o|o|o|o|o|ol o|o|o|o|o|o
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_Fungo referéncia

inoculag2o simultdnea

Inoculagio faseada

Acremonium Ssp.

Raffaelea B5

Acremonium sp.

Raffaelea B5

Acremonium sp. Raffaelea B5
Acremonium sp. Raffaelea B5
Acremonium sp. Raffaelea B5
Acremonium sp. Raffaelea B5
Nodulisporium sp. Raffaelea B5
Nodulisporium sp. Raffaelea B5

Nodulisporium sp.

Raffaelea B5

Nodulisporium sp.

Raffaelea B5

Nodulisporium sp.

Raffaelea B5

Nodulisporium sp. Raffaelea B5
Raffaelea B5 Scytalicﬁum Sp.
Raftaelea B5 Scytalidium sp.
Raffaelea B5 Scytalidium sp.
Raffaelea B5 Scytalidium sp.
Raffaelea B5 Scytalidium sp.

Raffaelea B5

Scytalidium sp.

[ Trichoderma sp.

Raffaelea B5

Trichoderma sp.

Raffaelea B5

Trichoderma sp.

Raffaelea B5

Trichoderma sp.

Raffaelea B5

Trichoderma sp.

Raffaelea B5

Trichoderma sp.

Raffaelea B5

Gliocladium sp.

Raffaelea B5

Gliocladium sp.

Raffaelea B5

Gliocladium sp.

Raffaelea B5

Gliocladium sp.

Raffaelea B5

Gliocladium sp.

Raffaelea B5

Gliocladium sp.

Raffaelea B5

Acremonium sp.

Raffaclea B6

Acremonium sp. Raffaelea B6
Acremonium sp. Raffaelea B8
Acremonium sp. Raffaelea B6
Acremonium sp. Raffaelea B8
Acremonium sp. Raffaelea B6
Nodulisporium sp. Raffaclea B6
Nodulisporium sp. Raifaelea B6

Nodulisporium sp.

Raffaelea B6

Nodulisporium sp.

Raffaelea B6

Nodulisporium sp.

Raffaelea B6

i Nodulisporium sp.

Raffaelea B6

Raffaclea B6

Scytalidium sp.

Raffaelea B6 Scytalidium sp.
Raffaslea B6 Scytalidium sp.
Raffaelea B6 Scytalidium sp.
Raffaelea B6 Scytalidium sp.
Raffaclea B6 Scytalidium sp.
Trichoderma sp. Raffaelea B6
Trichoderma sp. Raffaelea B6
Trichoderma sp. Raffaclea B6
Trichoderma sp. Raffaelea B6
Trichoderma sp. Raffaelea B6
Trichoderma sp. Raffaelea B6

—|=|=|=|=|=1=]=|=|=[=|=] || | r| | D] =| =|=|=|=| =) 2| A| A| 0| n| 8] =|=| =| 0| B| B} = —=|=|=| =| =] | A} n| 0| 0| B} =| =| =] =] =|—
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[ Fungo referéncia

ANEX0 3

Inoculacdo simultanea

Inoculac@o faseada

Gliocladium sp. Raffaclea B6
Gliocladium sp. Raffaelea B6
Gliocladium sp. Raffaelea B6
Gliocladium sp. Raffaelea B6
Gliocladium sp. Raffaelea B6
| Gliocladium sp. Ralfaelea B6

Acremonium sp.

Noduﬁspon'um sp.

Acremonium sp.

Nodulisporium sp.

Acremonium sp.

Nodulisporium sp.

Acremonium Sp.

Nodulisporium sp.

Acremonium sp.

Nodulisporium_sp.

Acremonium sp.

Nodulisporium sp.

Acremonium sp.

§cytal'ﬁl"um sp.

Acremonium sp.

Scytalidium sp.

Acremonium sp.

Scytalidium sp.

Acremonium sp.

Scytalidium sp.

Acremonium sp.

Scytalidium sp.

Acremonium sp.

Scytalidium sp.

Acremonium sp.

Trichoderma sp.

Acremonium sp.

Trichoderma sp.

Acremonium Sp.

Trichoderma sp.

Acremonium sp.

Trichoderma sp.

Acremonium sp.

Trichoderma sp.

Acremonium sp.

Trichoderma sp.

Gliocladium sp.

Acremonium sp.

Gliocladium sp.

Acremonium sp.

Gliocladium sp.

Acremonium sp.

Gliocladium sp.

Acremonium $p.

Gliocladium sp.

Acremonium sp.

Gliocladium sp.

Acremonium sp.

Nodulisporium Sp.

Scytall%ﬁlm Sp.

Nodulisporium sp.

Scytalidium sp.

Nodulisporium sp.

Scytalidium sp.

Nodulisporium sp.

Scytalidium sp.

Nodulisporium sp.

Scytalidium sp.

Nodulisporium sp.

Scytalidium sp.

" Trichoderma Sp.

Nodul7'sporium Sp.

Trichoderma sp.

Nodulisporium sp.

Trichoderma sp. Nodulisporium sp.
Trichoderma sp. Nodulisporium sp.
Trichoderma sp. Nodulisporium sp.

Trichoderma sp.

Nodulisporium sp.

Gliociadium sp.

Noduﬁspon'um sp.

Gliocladium sp.

Nodulisporium sp.

Gliocladium sp.

Nodulisporium sp.

Gliocladium sp.

Nodulisporium sp.

Gliocladium_sp.

Nodulisporium_sp.

Gliocladium sp.

Nodulisporium sp.

§cytaliEum sp. Trichoderma Sp.
Scytalidium sp. Trichoderma sp.
Scytalidium sp. Trichoderma sp.
Scytalidium sp. Trichoderma sp.
Scytalidium _sp. Trichoderma sp.

cytalidium sp. Trichoderma sp.

UFUUUUU'UUUUJU)CM————————————UUUUUU*———U’UJU)———UUU'UUUUUUIU’U)WUJU)UJ

o o o B =1 1= 0 1 2 B B o 2 2 2 5 R o £ (5L oy o ot 57 L oy o ot 22 00 2 o o o o o 5L = B o 2 G G B G2

113



ANEX0 3

_Fungo referéncia Inoculagao simultanea | Inoculagio faseada
I Gliocladium sp. Scytalidium sp. I I
Gliocladium sp. Scytalidium sp. I |
Gliocladium sp. Scytalidium sp. i [
Gliocladium sp. Scytalidium sp. | S
Gliocladium sp. Scytalidium_sp. | S
Gliocladium sp. Scytalidium sp. l S
Gliocladium sp. Trichoderma sp. S ]
Gliocladium sp. Trichoderma sp. S [
Gliocladium sp. Trichoderma sp. S |
Gliocladium sp. Trichoderma sp. S S
Gliocladium sp. Trichoderma sp. S S
Gliocladium sp. Trichoderma sp. [ [
Raffaelea B6 Raffaclea B5 D D
Raffaelea B6 Raffaelea B5 D D
Raffaelea B6 Raffaelea B5 D D
Raffaelea B6 Raffaelea B5 D D
Raffaelea B6 Raffaelea B5 D D
Raffaelea B8 Raffaelea B5 D D
Raffaelea B5 Acremonium sp. IN SN
Raffaelea B5 Acremonium sp. IN SN
Raffaelea B5 Acremonium sp. IN SN
Raffaelea B5 Acremonium sp. IN D
Raffaelea B5 Acremonium sp. IN D
Raffaelea B5 Acremonium sp. IN D
Raffaclea B5 Nodlﬁspon'um sp. SN SN
Raffaelea B5 Nodulisporium sp. SN SN
Raffaelea B5 Nodulisporium sp. SN SN
Raffaelea B5 Nodulisporium sp. SN D
‘ Raffaelea B5 Nodulisporium sp. SN D
Raffaelea B5 Nodulisporium sp. SN D
Scylalidium sp. Raffaelea B5 IN D
Scytalidium sp. Raffaelea B5 IN D
Scytalidium sp. Raffaelea B5 iN D
Scytalidium sp. Raffaelea B5 IN D
Scytalidium sp. Raffaclea B5 IN D
Scytalidium 2 Raffaelea B5 IN D
"Raffaclea B5 Trichoderma sp. SN D
Raffaelea B5 Trichoderma sp. SN D
Raffaelea B5 Trichoderma sp. SN D
Raffaelea B5 Trichoderma sp. IN SN
Raffaelea B5 Trichoderma sp. IN SN
Raffaelea B5 Trichoderma sp. IN SN
Raffaclea B5 Gliocladium_sp. SN SN
Raffaelea B5 Gliocladium sp. SN SN
Raffaelea B5 Gliocladium sp. SN SN
Raffaelea B5 Gliocladium sp. SN SN
Raffaelea B5 Gliocladium sp. SN SN
| Raffaelea B5 Gliocladium sp. SN SN
| Raffaelea B6 Acremonium sp. IN SN
Raffaelea B6 Acremonium sp. IN SN
Raffaelea B6 Acremonium sp. IN SN
Raffaclea B6 Acremonium sp. IN D
Raffaelea B6 Acremonium sp. IN D
‘ Raffaelea B6 Acremonium sp. IN D
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™ Fungo referéncia Inoculago simultanea | Inoculacdo faseada
Raffaclea B6 Nodulisporium sp. SN SN
Raffaelea B6 Nodulisporium sp. SN SN
Raffaelea B6 Nodulisporium sp. SN SN
Raffaelea B6 Nodulisporium sp. SN D
Raffaelea B6 Nodulisporium sp. SN D
Raffaelea B6 Nodulisporium’ sp. SN D
Scylalidium sp. Raffaclea B6 IN D
Scytalidium sp. Raffaelea B6 IN D
Scytalidium sp. Raffaelea B6 IN D
Scytalidium sp. Raffaelea B6 IN D
Scytalidium_sp. Raffaelea B6 IN D
Scytalidium sp. Raffaelea B6 IN D
Raffaelea B6 Trichoderma sp. IN D
Raffaelea B6 Trichoderma sp. IN D
Raffaelea B6 Trichoderma sp. IN D
Raffaelea B6 Trichoderma sp. IN SN
Raffaelea B6 Trichoderma sp. IN SN
Raffaelea B6 Trichoderma sp. IN SN
Raffaelea B6 Gliocladium sp. SN SN
Raffaelea B6 Gliocladium sp. SN SN
Raffaelea B6 Gliocladium sp. SN SN
Raffaelea B8 Gliocladium sp. SN SN
Raffaelea B6 Gliocladium sp. SN SN
Ralfaelea B6 Gliocladium sp. SN SN
Nodulisporium sp. | Acremonium sp. D IN
Nodulisporium sp. Acremonium sp. D IN
Nodulisporium sp. Acremonium sp. D IN
Nodulisporium sp. Acremonium sp. D D
Nodulisporium sp. Acremonium sp. D D
Nodulisporium sp. Acremonium sp. D D
Scytaliﬁum sp. Acremonium Sp. D IN
Scytalidium sp. Acremonium Sp. D IN
Scytalidium sp. Acremonium sp. D IN
Scytalidium sp. Acremonium sp. IN IN
Scytalidium_sp. Acremonium sp. iN IN
Scytalidium sp. Acremonium sp. IN IN
Trichoderma sp. Acremonium sp. SN SN
Trichoderma sp. Acremonium Sp. SN SN
Trichoderma sp. Acremonium Sp. SN SN
Trichoderma sp. Acremonium sp. IN IN
Trichoderma sp. Acremonium sp. IN IN
Trichoderma sp. Acremonium sp. IN IN
Acremonium Sp. Gliocladium Sp. D D
Acremonium sp. Gliocladium sp. D D
Acremonium sp. Gliocladium sp. D D
Acremonium sp. Gliocladium sp. D IN
Acremonium sp. Gliocladium sp. D IN
Acremonium sp. Gliocladium sp. D IN
[ Scytalidium sp. | Nodulisporium sp. IN IN
Scytalidium sp. Nodulisporium sp. IN IN
Scytalidium sp. Nodulisporium sp. IN IN
Scytalidium sp. Nodulisporium sp. IN D
Scytalidium_sp. Noduli'spon'um Sp. IN D
Scytalidium sp. Nodulisporium sp. IN D
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_Fungo referéncia Inoculacdo simultanea | Inoculagio faseada
Nodulisporium sp. Trichoderma sp. IN IN
Nodulisporium sp. Trichoderma sp. IN IN
Nodulisporium sp. Trichoderma sp. IN D
Nodulisporium sp. Trichoderma sp. IN I
Nodulisporium_sp. Trichoderma sp. iN |
Nodulisporium sp. Trichoderma sp. IN [
Nodulisporium sp. | _ Gliocladium sp. SN IN
Nodulisporium sp. Gliocladium sp. SN IN
Nodulisporium sp. Gliocladium sp. SN IN
Nodulisporium sp. Gliocladium sp. D SN
Nodulisporium sp. Gliocladium sp. D SN
Nodulisporium sp. Gliocladium sp. D SN

" Trichoderma Sp. Scytalidium sp. D D

Trichoderma sp. Scytalidium sp. D D
Trichoderma sp. Scytalidiurmn sp. D IN
Trichoderma sp. Scytalidium sp. D IN
Trichoderma sp. Scytalidium sp. D IN
Trichoderma sp. Scytalidium sp. D IN
Scytalidium sp. Gliocladium sp. IN IN
Scytalidium sp. Gliocladium sp. IN IN
Scytalidium sp. Gliocladium sp. iN IN
Scytalidium sp. Gliocladium sp. IN SN
Scytalidium sp. Gliocladium sp. IN SN
Scytalidium sp. Gliocladium sp. IN SN
" Trichoderma sp. Gliocladium sp. SN IN
Trichoderma sp. Gliocladium sp. SN IN
Trichoderma sp. Gliocladium sp. SN IN
Trichoderma sp. Gliocladium sp. SN SN
Trichoderma sp. Gliocladium _sp. SN SN
Trichoderma sp. Gliocladium sp. SN SN
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