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Resumo

Neste trabalho foram analisadas jovens plantas de amendoeira das cultivares
Lauranne Avijor e Soleta, com sintomas de doenca e assintomaticas, situadas em dois
locais da Regido do Alentejo, em modo de exploragédo super-intensivo. Todas as arvores
foram testadas em trés drgdos vegetativos distintos, raizes, tronco e folhas, bem como os
solos em que estavam plantas e a agua utilizada na rega. Os fungos fitopatogénicos mais
encontrados nas amostras de planta foram 0s pertencentes aos géneros Fusarium e
Alternaria e ainda a espécie Macrophomina faseolina. Fungos do género Fusarium foram
também encontrados tanto no solo como na agua de rega, podendo dar uma indicacédo
quanto a fonte de inéculo das plantas. Verificou-se ainda que as mesmas cultivares de
planta, com a mesma proveniéncia, apresentam diferentes microbiomas de acordo com
os locais onde estdo instaladas e que estes podem contribuir decisivamente para a

manifestacdo ou ndo de sintomas de doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Amendoeira; Gomose; Amendoal super-intensivo; Soleta;

Lauranne Avijor



Abstract — Etiology and epidemiology causing mortality in super-
intensive almond trees orchards in Alentejo region

In this work, young almond plants of the cultivars Lauranne Avijor and Soleta
with disease symptoms and asymptomatic, located in two Alentejo regions, under a super-
intensive mode management, were analyzed for the presence of fungi. Three distinct
vegetative organs, roots, trunk and leaves of trees, as well as the soils on which plants
were installed and water used for irrigation were tested. The phytopathogenic fungi most
found in the plant samples belonged to genera Fusarium and Alternaria and also to the
species Macrophomina faseolina. Fusarium spp. were also found in both soil and
irrigation water which may give an indication of the source of inoculum. It was also
verified that the same plant cultivars, with the same provenance, present a different
microbiome according to the places where they are installed which can contribute

decisively for the manifestation of symptoms of disease.

KEYWORDS: Almond tree, Gummosis, Super-intensive almond tree orchard, Soleta,

Lauranne Avijor
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1. Introducéao



1.1.Apresentacéo e Relevancia do Estudo

Nos dias de hoje, a sociedade estd cada vez mais preocupada com o bem-estar
fisico, e com aquilo que deve ou ndo comer. Para isso, cada vez mais a mentalidade no
que diz respeito a alimentagdo tem sido alterada pela popula¢do mundial, que cada vez
mais se concentra num estilo de vida e alimentacdo mais saudaveis, deixando de consumir
ou reduzindo o consumo de alguns alimentos como por exemplo o sal, 0 agucar e as carnes
gordas.

Devido a este tipo de alteracGes, também os agricultores alteraram o seu método
e mudaram o seu foco de producgdo para os produtos ditos mais saudaveis, como por
exemplo os legumes frescos, as hortaligas, 0s vegetais e os frutos secos.

Uma das culturas que esta, ano ap0s ano, a ganhar mais importancia nesta nova
forma de alimentacdo é a améndoa, que pertence a familia Rosaceae e a sub-familia
Amygdaloideae, devido as suas propriedades nutricionais, como por exemplo o facto de
contribuir para a reducdo do colesterol e de ser anticancerigena
(https://www.medicalnewstoday.com). A cultura da améndoa tem tido um aumento
significativo na Europa (Italia e Espanha) e mais recentemente em Portugal. De facto,
Portugal apresenta nos ultimos anos um aumento no ndmero de hectares plantados
(Estatisticas Agricolas, 2016), este grande investimento na cultura, tem como exemplo a

criacdo de uma unidade de transformacéo no Alentejo.

1.2.Problema e Questdes do Estudo

Em abril do ano de 2016 foram instalados, em dois distritos de Portugal (Distrito
de Portalegre e Distrito de Evora) ambos na regio do Alentejo, dois amendoais em modo
de exploracdo super-intensivo. No entanto, no ano de 2017 comegaram a aparecer 0s
primeiros problemas fitossanitarios nas amendoeiras das cultivares Lauranne Avijor e a
Soleta, ambas cultivares europeias, tendo a primeira origem francesa e a segunda origem
espanhola. Estas sintomatologias, nas diversas arvores foram, num primeiro momento,
tipicas de caréncia hidrica, em que as arvores apresentavam folhas e ramos secos.
Observou-se mais tarde que, os sintomas comegaram por manifestar-se nos ramos
superiores das arvores afetadas, iniciando-se com uma clorose, seguida de necrose e
queda das folhas. Cortes transversais nos ramos superiores revelaram anéis necréticos no

interior do lenho. Os sintomas passavam também para o tronco, com o aparecimento de



varias gomoses, levando a morte generalizada das arvores jovens. O problema em estudo
neste trabalho, esta relacionado com a identificacdo dos organismos endofiticos e dos
possiveis agentes fitopatogénicos que possam estar associados ao declinio das
amendoeiras jovens.
Sendo assim as principais questdes cientificas em estudo sao:
1. Quais serdo os agentes fitopatogénicos associados ao declinio das amendoeiras
jovens?
2. Quais serdo os organismos endofiticos associados as amendoeiras jovens?
3. Quais os fatores ambientais que poderdo ter influéncia no aparecimento destas
doengas?

1.3.0bjetivo e hipoteses

O objetivo deste trabalho foi investigar os organismos patogénicos e endofiticos
associados ao declinio de plantas de amendoeira (Prunus dulcis), e qual a sua etiologia e
epidemiologia, através da andlise de: i) dois locais, um no distrito de Portalegre e outro
no distrito de Evora (local A e B, respetivamente); ii) duas cultivares (Lauranne Avijor e
Soleta); iii) em cada cultivar plantas sintomaticas e assintomaticas; iiii) e nos diferentes
6rgdos das plantas (raiz, tronco e folhas). Foram testadas as seguintes hipoteses de
trabalho: i) havera diferencas entre a abundancia e a diversidade dos organismos
fitopatogénicos e endofiticos entre os locais (A e B); ii) havera diferencas entre a
abundancia e a diversidade dos organismos fitopatogénicos e endofiticos entre as duas
cultivares (Lauranne Avijor e Soleta); iii) haverad diferencas entre a abundéncia e a
diversidade dos organismos fitopatogénicos e endofiticos entre as plantas sintomaticas e
assintomaticas; iv) e havera diferencas entre a abundéancia e a diversidade dos organismos

fitopatogénicos e endofiticos nos diferentes 6rgdos das plantas (raiz, tronco e folhas).

1.4.0rganizacao do Trabalho
Este trabalho encontra-se divido em cinco capitulos, sendo que estes capitulos sdo
antecedidos pelo resumo do trabalho nas linguas inglesa e portuguesa, o indice geral do
trabalho, o indice de figuras e o indice de quadros.

O primeiro capitulo € a introducdo, que estd divida em quatro partes: a



apresentacao e relevancia do estudo, em que se explicam as razGes da escolha do tema, o
objetivo do estudo e as questdes que orientaram o0 mesmo, e por fim a organizacdo do
trabalho.

O segundo capitulo € a revisdo bibliografica, onde se descreve a cultura da
amendoeira a nivel mundial e ibérico, onde se faz uma breve caraterizacdo da cultura e
da sua importancia econémica, a apresentacdo e descricdo das principais doencas
causadas por fungos nas prunoideas e uma descricdo da comunidade de fungos
endofiticos presentes nestas plantas.

O terceiro capitulo s8o os materiais € métodos, onde se descrevem 0s
procedimentos que foram realizados durante o estudo.

O quarto capitulo sao os resultados, onde se apresentam os resultados obtidos apds
o trabalho.

O quinto capitulo, a discussdo, € dedicado a explanagdo dos resultados obtidos e
a discussdo dos mesmos.

O sexto capitulo sdo as conclusdes e as prespetivas futuras, em que se retiram as
conclusdes do trabalho e se apresentam ideias para trabalhos futuros.

As referéncias bibliograficas e 0s anexos sdo apresentados no final.



2. Revisdo Bibliogréfica



2.1.A Amendoeira

2.1.1. Classificacdo Taxonomica

A amendoeira pertence a familia Rosaceae, pertencente a ordem Rosales, incluida
na subclasse Rosidae de Cronquist (Quadro 1). A familia das Rosaceae € considerada
monofilética, apesar de existir uma grande diversidade morfoldgica e anatomica nestes
taxa. Esta familia € composta aproximadamente por 85 géneros e 3000 espécies,
distribuidas principalmente pelas regides temperadas do Hemisfério Norte e nela estéo
incluidas varias espécies com interesse agronémico e economico, como as fruteiras de
climas temperados. Apesar de existirem algumas espécies herbaceas, a familia é

maioritariamente constituida por espécies lenhosas (Almeida, 2014).

Quadro 1 - Enquadramento taxonémico da familia das Rosaceas (Fonte: Almeida, 2013).

Reino Plantae
Sub-Reino Tracheobionta (Plantas vasculares)
Superdiviséo Spermatophyta (Plantas com semente)
Diviséo Magnoliophyta (Angiospérmicas)
Classe Magnoliopsida (Dicotileddneas)
Subclasse Rosidae
Ordem Rosales
Familia Rosaceae

Segundo Schulze-Menz (1964) e Almeida (2014), tendo por base a anatomia dos
frutos, € possivel dividir as rosaceas por quatro subfamilias:

1. Maloideae (sin. Pomoideae), que inclui as espécies com pseudofrutos carnudos,
designados por pomos, em que o hipanto se encontra fundido com a parede do
ovario. Nesta subfamilia incluem-se as fruteiras Malus domestica (macieiras), Py-
rus communis (pereira) e Cydonia oblonga (marmeleiro).

2. Amygdaloideae (sin. Prunoideae), que inclui todas as rosaceas cujos frutos sdo
drupas, de entre as quais se destacam as fruteiras do género Prunus: P. persica
(pessegueiro), P. domestica (ameixeira europeia), P. dulcis (amendoeira), P. ar-

meniaca (damasco), P. avium (cerejeira) e P. cerasus (ginjeira).



3. Rosoideae, ao contréario das subfamilias anteriores, em que existe uniformidade
no tipo de fruto, os frutos das espécies de Rosoideae podem ser aquénios ou plu-
ridrupas. Incluem-se nesta subfamilia os géneros Fragaria (morango), Rosa (ro-
seiras) e Rubus (amoras e framboesas).

4. Spiraeoideae. Agrupamento ndo monofilético onde tradicionalmente se incluem
as rosaceas cujo fruto é um foliculo ou cépsula, como, por exemplo, as plantas

ornamentais do género Spiraea.

2.1.2. Caracteristicas botanicas

Na familia das roséaceas, e mais precisamente na sub-familia das Amygdaloideae
é onde estdo incluidos os frutos secos, como é o caso da amendoeira (Prunus dulcis (Mill.)
D.A. Webb), sin. Prunus amygdalus ou Amygdalus communis) (Kester et al., 1991 e
Verma, 2014).

Segundo Verma (2014) a amendoeira, € uma arvore de folha caduca, que pode
crescer entre 0s 4 e 0s 10 m de altura, onde o tronco pode atingir os 30 cm de diametro.
Os langamentos do ano s&o verdes ao inicio, ficando arroxeados apds a exposic¢ao a luz
solar, e adquirindo a cor castanha ap6s o seu segundo ano. As folhas sdo lanceoladas, com
4 a 13 cm de comprimento e 1,2 a 4 cm de largura, as folhas sdo serradas na margem e
tém um peciolo com cerca de 2,5 cm. As flores sdo de cor branca ou rosa claras, com 3 a
5 cm de didmetro e 5 pétalas, produzidas de forma singular ou em pares antes das folhas
no inicio da Primavera. O fruto é uma drupa com 3,5 a 6 cm de comprimento, com uma
casca exterior suave. O exocarpo é uma casca endurecida de cor verde acastanhada, que

contém 14 dentro a améndoa, geralmente uma e ocasionalmente duas.

2.1.3. Ciclo Nao Produtivo

Para que haja uma producdo 6tima € essencial que as arvores sejam saudaveis e
bem implantadas, para tal acontecer, um dos fatores principais é a preparacdo da zona
onde o pomar vai ser instalado de modo a evitar a habitual crise de transplantacdo que
ocorre nas plantas. As novas arvores necessitam de cuidados com a rega, condugéao e
controlo de doencas durante os anos ndo produtivos, e durante toda a sua vida produtiva
(Flint, 2002).

As amendoeiras sdo classificadas, pela California Agricultural Statistics Service



(CASS), como ndo produtivas até & quarta época de crescimento, ou 3 anos apds a
plantacdo, apesar de em alguns pomares a colheita comecar na terceira época de
crescimento. E durante os anos ndo produtivos que acontece o periodo de maior
crescimento radicular e que se desenvolvem as estruturas basicas da arvore. Durante o
primeiro ano, situagdes de ‘stress’ causadas por doengas, nematodes, infestantes ou rega
insuficiente, vdo comprometer o desenvolvimento radicular e atrasar o crescimento
vegetativo. Ap0Os 0s primeiros anos, as arvores tornam-se mais tolerantes a este tipo de
‘stress’ (Flint, 2002).

As arvores passam por dois a trés fluxos de crescimento durante o seu primeiro
ano no pomar, esses fluxos ocorrem durante a Primavera e o Verdo, sendo que o
crescimento diminui no final do Verdo. Esses fluxos, vdo sendo cada vez menores nas
épocas de crescimento seguintes (Flint, 2002).

Ap0s a primeira época de crescimento, a arvore é despontada e podada, para
selecionar a estrutura que vai formar a copa, normalmente séo selecionados trés ramos
para este objetivo. Na segunda época de crescimento 0s ramos primarios sdo mantidos e
a estrutura secundaria da arvore é selecionada, ficando assim formada a estrutura basica
da arvore (Flint, 2002).

Se néo houver limitagdes na rega nem em outros fatores de crescimento, os botdes
florais comegcam a aparecer em julho, tal como rebentos longos, durante a segunda ou
terceira época de crescimento. O desenvolvimento dentro do botdo floral comeca a
acontecer no final do Verdo e o Outono. Esses botdes florais florescem na época seguinte,
e as estruturas de frutificacdo comecam a desenvolver-se a partir dos langamentos laterais
(Flint, 2002).

2.1.4. Ciclo Produtivo

Em novembro, a amendoeira entra em repouso vegetativo, sendo que esse periodo
dura até dezembro. Durante este tempo, a arvore mantém um nivel minimo de transporte
de agua e de consumo de amido. No Inverno, a desagregacdo de amido aumenta a
concentracdo de agucar na seiva, impedindo assim que esta congele. Para produzir amido
suficiente para este processo a arvore deve ser suficientemente regada durante o Outono
(Flint, 2002).

A floragdo ocorre entre fevereiro e marco e a polinizacdo das flores acontece



quando os grdos de polen sdo transferidos das anteras da flor de uma cultivar para o
estigma da flor de outra cultivar, e sdo necessarios 50 a 60 grdos de pblen para que a
fertilizacdo tenha sucesso. A polinizacdo da amendoeira estd maioritariamente
dependente de insetos.

Durante abril, a energia de arvore é repartida em dois processos, no crescimento
dos ramos e no crescimento do fruto. Em seguida da-se um rapido periodo de crescimento
das cascas externa e interna, que continua até maio. No final de abril o fruto atinge o
tamanho final, nesse momento a camada interna da casca comeca a endurecer, enquanto
a camada exterior se mantém macia. Este periodo ¢ critico, pois se existir algum ‘stress’
na arvore a camada interna pode rachar ou partir e causar o aborto do embrido levando a
perda da améndoa (Flint, 2002).

O embrido comeca a alargar no inicio de maio, num processo que vai até ao inicio
de junho, e que acaba com a formacdo da améndoa. Depois disto, a camada exterior da
casca vai comecar a rachar e a separar-se da camada interior, o que indica que o fruto esta
completamente maduro. A camada exterior da casca acaba de endurecer entre junho e
julho. Em agosto, e apesar das variacGes de zona para zona e de ano para ano, comeca a
colheita, que deve ser iniciada quando 95 a 100% das camadas exteriores da casca se
separaram (Flint, 2002).

2.1.5. Condicg6es de Crescimento

Segundo Flint (2002) e Verma (2014) as amendoeiras crescem melhor em solos
profundos, bem drenados, ndo estratificados e com uma textura mais grosseira. Com as
condicdes ideais de solo as raizes podem crescem até 2,7 m de profundidade. As
condigdes fisico-quimicas do solo que limitem o crescimento das raizes ou afetem a sua
sanidade, tém influéncia direta no tamanho, no vigor e potencial produtivo das &rvores.
Os solos mais arenosos e argilo-arenosos podem requerer a aplicacdo mais frequente de
azoto e zinco, quer no solo, quer nas folhas.

Quanto as arvores crescem melhor com temperaturas altas, apesar de precisarem
de um certo nimero de horas de frio para a uniformizacéo das flores e para a producéo de
folhas durante a Primavera. As amendoeiras sdo suscetiveis as temperaturas extremas,
gue podem causar queimaduras nas flores e nas améndoas jovens na Primavera. Para além

disso as temperaturas também influenciam a polinizagdo, uma vez que as abelhas nédo



estéo ativas com temperaturas abaixo dos 13°C, com chuvas ou quando a velocidade do
vento € superior a 19,3 km/h (Flint, 2002).

2.2. Importancia econdmica e comercio da améndoa a nivel Mundial

A crescente procura pelos frutos secos, onde se inclui a améndoa, caracteriza-se
sobretudo pelos novos estilos de vida e pela crescente procura de uma alimentagéo
saudavel. Este aumento vai causar um impacto significativo na melhoria das condigdes
de producéo, de colheita, na tecnologia de pos-colheita e embalagem e no marketing e
logistica. Como tal, é de esperar um aumento da producdo nos proximos anos, tendo como
referéncia, que a melhoria de rentabilidade da cultura na década passada resultou num
aumento da superficie mundial plantada (Valenciano, et al., 2016).

Segundo Valenciano et al. (2016), em 2014, a exportacdo mundial de améndoa
sem casca foi dominada pelos Estados Unidos da América (68,5%), seguido de longe pela
Espanha (10,3%) e pela Australia (6%), na améndoa com casca os Estados Unidos da
América voltaram a apresentar-se com os lideres ao nivel da exportacdo com 62,2%,
seguidos pelo Benim (14,7%), Hong Kong (10,9%) e pela Australia (6,8%) (Quadro 2).
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Quadro 2 - Principais paises exportadores de améndoa (sem e com casca) em toneladas

(Fonte: Adaptado de http://www.cif-businessintelligence.com/).

Améndoa sem casca Améndoa com casca

Paises 2014 |Participacdo| Paises 2014 |Participacdo
EUA 448.367 | 68,50% EUA [168.058 | 62,20%
Espanha | 67.254 | 10,30% Benim | 39.662 | 14,70%
Australia | 19.535 6,00% |Hong Kong| 29.460 | 10,90%
Alemanha | 14.242 2,20% Austrdlia | 18.275 6,80%
Hong Kong | 13.286 2,00% Gambia 2.339 0,90%
Holanda | 13.179 2,00% |Afeganistdo| 2.284 0,80%
Italia 9.866 1,50% Espanha | 1.513 0,60%
Bélgica 8.040 1,20% Tunisia 1.432 0,50%
Turquia 6.233 1,00% Bélgica 1.394 0,50%
Reino Unido | 4.429 0,70% Siria 1.292 0,50%
Chile 3.969 0,60% | Alemanha | 751 0,30%
Mocambique | 3.112 0,50% Portugal 710 0,30%

Afeganistdo | 2.484 0,40% Italia 465 0,20%
Irdo 1.908 0,30% Libano 349 0,10%
Benim 890 0,10% Irdo 347 0,10%

Outros 18.020 2,80% Outros 1.820 0,70%

Nos Ultimos anos registaram-se poucas alteracdes na estrutura comercial
internacional, aparecendo sempre os Estados Unidos da America como lider mundial e
sempre com larga margem, com a Espanha como segundo principal exportador. Do total
do comércio mundial, 71% correspondeu a améndoas sem casca (654.814 ton) e 29% a
améndoas com casca (270.151 ton), sendo que em conjunto ambos os produtos
representaram 46% da producgdo anual. Importa ainda referir que alguns paises que se
apresentam como exportadores sdo na realidade brokers comerciais, ou seja, importam
para exportar, como € o caso da Alemanha, de Hong Kong, da Holanda e da Bélgica
(Valenciano, et al., 2016).

Os principais paises vinculados com o comércio internacional entre 2010/11 e
2015/16 (Quadro 3), representam 54% do volume mundial de producdo e 70% do
comércio mundial, segundo os dados da FAOSTAT (Food and Agriculture Organization
of the United Nations Statistic Division). Os paises que apresentaram um maior
crescimento nos ultimos anos, no que a producédo diz respeito foram os Estados Unidos
da América, a Australia, o Chile e a China. A Unido Europeia é o principal consumidor

de améndoa, seguida dos Estados Unidos da América, da india, da China e dos Emirados
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Arabes Unidos (Quadro 4) (Valenciano, et al., 2016).

Quadro 3 - Principais paises/regides produtores de améndoa entre 2010/11 e 2015/16, em

toneladas (Fonte: Adaptado de http://www.cif-businessintelligence.com/).

Regido/Pais | 2010/11 | 2011/12 | 2012/13 | 2013/14 | 2014/15 | 2015/16
EUA 743,891 | 920,793 | 857,29 | 911,72 | 848,22 | 816,47

Unido Europeia 93 83,1 83 58,8 79,7 85
Austrélia 37,6 49,6 73,4 65,1 75 82
Turquia 14 16 17 18 13 14
Chile 9 9,1 8,3 3,9 11 12
China 2,5 4 5 7 9,5 10
india 1,2 1,1 1,2 1,1 1,2 1,1

Quadro 4 - Principais paises/regides consumidores de améndoa entre 2010/11 e 2015/16, em

toneladas (Fonte: Adaptado de http://www.cif-businessintelligence.com/).

Regido/Pais 2010/11|2011/12 | 2012/13 | 2013/14 | 2014/15 | 2015/16
Unido Europeia 305,8 | 300,1 | 299,3 | 323,8 | 308,3 310
EUA 239,156 | 275,201 | 302,234 | 305,624 | 275,059 | 290
india 54,2 47,1 60,7 53,4 61,5 80,2
China 48,2 96,7 93,1 67,7 57,8 75
Emiratos Arabes Unidos| 42,6 55,3 43,6 54,9 61,3 65
Canada 27,6 28,4 31,2 33,7 35 36
Turquia 27,6 36,6 29,3 33,2 30,8 29
Japdo 14,2 20,3 21,3 25,8 25,9 27
Australia 16,3 23,4 24,7 20,8 21 23
Hong Kong 20,3 11,7 12,9 15,2 17,4 19
México 7,9 7,5 10 9,4 11,7 11
Russia 4,3 5 4.8 5,8 5,2 6
Chile 2,7 3,4 51 4,3 4 5
Taiwan 10,8 10,8 0 8,3 5,2 4,5
Malasia 2,8 2,9 2,8 3,5 2,7 3
Argélia 6,6 75 6,7 4,3 2,7 2,5

2.3.A cultura da amendoeira no mundo e em Portugal
Na familia dos frutos secos, existem diversas culturas que come¢am a ganhar cada
vez mais destaque a nivel mundial, devido a sua aptiddo para fazerem parte da
alimentacdo moderna, e devido ao facto de serem cada vez mais procuradas pela

popula¢do mundial, como é o caso da amendoeira (Kester et al., 1991).
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Ainda segundo os mesmos autores, a amendoeira é cultivada como semente
comestivel desde a antiguidade. Foi disseminada a partir do seu centro de origem, a Asia
Central, para todas as civilizacdes antigas, Asia, Europa e Africa do Norte. A amendoeira
foi inicialmente introduzida na California durante o periodo das missdes espanholas nesta
regido. Entre 1850 a 1900, foi introduzida na regifo oeste da Austrélia, na Africa do Sul
e nas zonas da América do Sul (particularmente o Chile e a Argentina) com climas
semelhantes a California. Durante os anos 60 a regido do Mediterraneo, particularmente
Italia, Espanha, Franca e Portugal foram os principais fornecedores de améndoa para 0s
paises do Norte da Europa e para algumas regides do Estado Unidos da América.

Abdallah et al. (1998) referem o facto da améndoa ter uma quantidade de &cidos
gordos saturados muito baixa, uma quantidade de &cidos gordos monoinsaturados alta e
uma quantidade de &cidos gordos polinsaturados alta, o que faz da améndoa um fruto seco
com uma alta concentracéo de energia, fornecendo uma elevada quantidade de gordura,
proteina e fibra. Com este conjunto de propriedades nutricionais, juntamente com a
importancia econémica que lhe é reconhecida fez com que o cultivo de amendoeiras
aumentasse nos Gltimos a nivel mundial, tanto na area plantada como nas toneladas
produzidas (Figura 1), segundo os dados da FAOSTAT.
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Figura 1 - Producéo total da quantidade de améndoa com casca a nivel mundial (Fonte:
FAOSTAT, 2018).

Em grande parte, devido a influéncia desta cultura na California, os Estados
Unidos da América sdo o principal pais produtor de améndoas no mundo com uma
enorme distancia para o resto dos paises produtores (Figura 2). Segundo Sumner, et al.
(2014) na California a cultura da améndoa é tdo importante que se trata da cultura agricola

mais importante e mais dinamica, e € uma enorme contribuicdo para a economia da
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regido, sendo responsavel por 25% das exportacdes relacionadas com a agricultura.
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Figura 2 - Top 10 de paises na produgdo de améndoa com casca (Fonte: FAOSTAT, 2018).

Em relacdo a producéo a nivel continental (Figura 3), a América é o continente
com mais de metade da produ¢do mundial, devido a a¢cdo dos Estados Unidos da América,
na América Central e do Chile e da Argentina na América do Sul, seguida do seu centro
de origem, a Asia, com o Irdo e a Siria a apresentarem-se com os principais produtores, e

por fim da Europa, que tem como principal produtor a Espanha, seguida da Italia.
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Figura 3 - Producéo de améndoa com casca por continente (Fonte: FAOSTAT, 2018).

Segundo os dados da FAOSTAT (Figura 4) e do Instituto Nacional de Estatistica
— Estatisticas Agricolas 2016 (Figuras 5 e 6), no caso especifico de Portugal, o niUmero
de hectares plantados tem vindo a aumentar nos Gltimos anos, tal como a producéo. No
ano de 2016 registou-se uma diminuicdo de 13,6% face ao que havia sido registado no
ano anterior, isto deve-se ao facto de nesse ano ter havido um forte ataque de antracnose
e das condi¢Bes ambientais terem sido bastante desfavoraveis. Acresce a estes fatores a

condicdo da maioria dos amendoais, bastante decrépitos e raramente sujeitos a
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intervengdes culturais. No entanto, é previsivel que esta situacdo venha a ser mitigada a
curto prazo com a entrada em producdo de muitos pomares modernos instalados nos

ultimos anos, em particular no Alentejo (Estatisticas Agricolas, 2016).
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Figura 4 - Producéo total da quantidade de améndoa com casca em Portugal (Fonte:
FAOSTAT, 2018).
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Figura 5 - Superficie e producdo de améndoa em Portugal (Adaptado de Estatisticas
Agricolas, 2016).
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Figura 6 - Producéo de améndoa em Portugal de 2012 a 2016 e média de producéo durante
0 mesmo periodo (Fonte: INE I.P., Estatistica de Producéo Vegetal).

Dentro de Portugal em 2016, a regido com maior importancia e aquela que maior
produtividade apresenta é o Norte, seguido pelo Alentejo e pelo Algarve. O Alentejo
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apesar de ter menos hectares plantados que o Algarve apresentou melhores produgdes,

isto deveu-se sobretudo ao excelente clima da regido para a producdo de améndoa, o que

resultou em maiores produ¢des com um menor numero de hectares plantados (Figura 7).

__ha | t |

Continente 31 464 8713
Norte 19 873 5470
Centro 1184 424
Area Metropolitana de Lisboa 5 4
Alentejo 3003 2032
Algarve .399 783

Figura 7 - Superficie plantada e producfes para améndoa nas diferentes regides do
pais, para o ano de 2016 (Fonte: Adaptado de Estatisticas Agricolas, 2016).
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2.4.Principais doengas das Prundideas
Segundo Agrios (2005), uma planta estd doente quando néo € capaz de produzir
ao maximo que lhe € permitido pelo seu potencial genético. Na maioria dos casos, esta
situacdo pode ocorrer quando a planta é infetada por um agente bidtico ou apresenta um
stress abidtico. Assim sendo, e para o0 primeiro caso, para uma doenca bidtica ocorrer, é
que necessario que, planta e agente patogénico, entrem em contacto e interajam e que as
condi¢des climatéricas adequadas se manifestem. A conjugacdo destes trés fatores

originam o Triangulo da doenca (Figura 8).

Amount of
disease

Total of conditions favoring susceptibility
HOST

Figura 8 - Triangulo da doenca com os trés fatores que em conjuntos provocam o
aparecimento da doenca (Fonte: Agrios, 2005).

2.4.1. As principais doencas da amendoeira

24.1.1. CRIVADO

i.  Sintomas

Segundo Bubici et al., (2010) as espécies causadoras de crivado aparecem
principalmente nas folhas, sendo que por vezes também podem aparecer nos frutos, e com
menor expressdo nos ramos (no caso do pessegueiro) e nos botdes florais dormentes (no
caso da amendoeira). Nas folhas, comegam por aparecer pontuacgoes vermelhas circulares,

com uma margem clorotica ao seu redor, e um diametro de 1 a 2 mm. Estas pontuacdes
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vao-se desenvolver em manchas circulares com o centro necrético e cor-de-laranja
acastanhada, com contorno violaceo e 3 mm de diametro. Por fim, o centro de necrose
destaca-se do resto da folha saudavel, dando a folha o aspeto tradicional do crivado
(Figura 9A). As folhas infetadas caem das arvores num curto periodo de tempo. Nos
ramos 0s sintomas comecam com O aparecimento de pequenas manchas pretas, que
aumentam depois de tamanho, essas manchas tem um centro palido e afundado e rachas
longitudinais na periderme do tronco, das quais saem as gomoses. Manchas semelhantes
podem aparecer também nos frutos (Figura 9B) que podem também mumificar, nos

botdes dormentes e calices florais.

Figura 9 - Folhas (A) e frutos (B) de prundideas com sintomas de crivado (A - Fonte:
https://www.flickr.com/photos/hermesalmond/5355220118; B - Fonte:
https://www.flickr.com/photos/hermesalmond/5354603207).

ii. Agente causal e ciclo da doenca

O crivado é uma doenca causada pelo fungo Stigmina carpophila (sin.
Wilsonomyces carpophilus) (Bubici et al., 2010; Yousefi et al., 2014 e Mitre Jr. et al.,
2015).

As estruturas do fungo hibernam principalmente nos gomos dormentes e nas
lesbes dos ramos, no entanto também se podem encontrar nas folhas caidas do ano
anterior. Com humidade elevada (chuvas abundantes na Primavera) e temperaturas
amenas (acima de 14 - 15°C) os esporos sdo produzidos abundantemente. A temperatura
6tima para o desenvolvimento de micélio é de 19°C. Na presenca de humidade elevada,
0s esporos podem germinar até com temperaturas muito baixas, entre os 2 e 0s 4°C. Os
ramos e gomos podem ser infetados durante o tempo chuvoso, ou em qualquer momento

desde o Outono até & Primavera. As infe¢es nos ramos requerem pelo menos 24 h de
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humidade continua e podem ocorrer com temperaturas baixas. Com o aumento da
temperatura no Verdo, hd uma longa paragem do ciclo da doencga, mas 0s esporos podem
sobreviver por varios meses durante o tempo seco. Pomares mal arejados, resultantes de
espaco insuficiente entre as arvores ou por poda mal conduzida, sdo muito mais
suscetiveis ao aparecimento da doenga (Shaw et al., 1990; Grove 2002 e Bubici et al.,
2010).

O fimza volta nos batdes
infietados & nas lesdes nos Drrante a Primavera 05 exparos dos batfes
lancamentos paguenas infetados mfetam folhas aovas
*— Aplicar fimic
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T . Do .
Aplicar fimgicidana com condighes de Esses egpoTos casm & infecbes
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profeser o= botdes da infetadas produzem Como resultado mais botdes
infecin exparas 2 langameantas sdo
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Figura 10 - Ciclo da doenga de Crivado causado por Stigmina carpophila (Adaptado de
http://mevazor.uz/en/diseases/type/3/item/2/).

Durante a Primavera, as primeiras chuvas promovem as condi¢cGes necessarias
para ocorrer a infecdo primaria nas folhas e flores. A infecdo em folhas jovens e nos
peciolos pode causar a queda das folhas, enquanto a infecdes mais severas podem levar a
morte do lancamento terminal. As infe¢cGes secundarias podem ocorrer ao longo do
crescimento da arvore, como resultado de chuvas adicionais ou da rega por aspersao.
Contudo, as infecdes dos frutos durante o Verdo ndo resultam na queda do fruto ou na
reducdo do seu tamanho. Durante a época das chuvas, o S. carpophila infeta e forma
lesGes nas folhas. Os conidios resultantes dessas lesdes podem passar o Inverno na arvore,
em botdes saudaveis, e funcionar com inoculo primario para as infeces da Primavera
(Figura 10) (Shaw et al., 1990).
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iii. Controlo da doenga

Segundo Agrios (2005) uma poda sanitaria eficaz pode remover 0s ramos e gomos
afetados, mas muitas vezes é impraticavel. Manter o pomar bem arejado, por meio de
uma poda adequada € uma boa pratica cultural. Para além do uso dos fungicidas

adequados.

2.4.1.2. MONILIOSE

i. Sintomas

Segundo Agrios (2005) e Cimen et al. (2007) os primeiros sintomas aparecem nas
flores, e podem aparecem na flor inteira e no peddnculo. Com o clima himido os 6rgaos
infetados, ficam cobertos por conidios de cor castanha-acinzentada, sendo que acabam
depois por murchar e secar, estes 0rgaos apodrecidos ficam agarrados a arvore durante
algum tempo. Na base das flores infetadas crescem pequenos cancros que se V&o
desenvolvendo, e acabam por causar por vezes a morte do ramo (Figura 11A). Com a
presenca de humidade elevada, aparecem também gomoses e tufos de conidios com uma
coloracdo acinzentada na casca das arvores.

Os sintomas nos frutos aparecem quando o fruto comeca a atingir a maturacao, e
revelam-se através de pontuacgdes castanhas e circulares que se espalham rapidamente em
todas as diregdes. Nas areas infetadas da superficie do fruto comecam depois a aparecer
aglomerados de conidios cinzentos. Uma grande ou varias pequenas areas infetadas
comecam a estar presentes no fruto, que finalmente fica completamente apodrecido e seca
(Figura 11B), ficando mumificado no chdo ou na arvore (Figura 11C). Por vezes,
pequenos cancros também se desenvolvem em ramos ou em ramos com frutos infetados
(Agrios, 2005).
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Figura 11 - Botdes florais (A), frutos (B) e frutos mumificados (C) afetados por
Moniliose (A e C - Fonte: Agrios, 2005; B - Fonte:
https://plantvillage.psu.edu/topics/almond/infos).

ii. Agente causal e ciclo da doenca

As espécies responsaveis pela moniliose sdo a Monilinia fructicola, a Monilinia
laxa e a Monilinia fructigena (Byrde et al., 1977 e Agrios 2005).

Byrde et al., (1977) refere que a amendoeira € um dos principais hospedeiros para
as trés espécies responsaveis pela moniliose.

O micélio do fungo produz cadeias elipticas de conidios, para além disso produz
microconidios, que apesar de ndo germinarem estdo envolvidos na fertilizacdo do fungo
(Agrios, 2005).

O agente patogénico passa o periodo do Inverno em frutos mumificados na arvore
e em cancros presente em regides afetadas dos ramos, ou em estruturas mumificadas no
solo. Na Primavera, o micélio que se encontra presente nos frutos mumificados na arvore
e nos cancros produz novos conidios, enquanto os frutos mumificados no solo produzem
apotécios, que irdo formar ascosporos. Tanto 0s conidios como 0s ascdsporos vao iniciar
infecBes nas flores, a sua disseminacdo é feita atraves do ar, de insetos ou da agua da
chuva (Byrde et al., 1977 e Agrios 2005).

O micélio, especialmente em condi¢cbes de humidade elevada e com uma
temperatura entre 0os 16°C e os 18°C, produz um elevado nimero de conidios nas partes
afetadas da flor, que séo depois libertados. Entretanto, o micélio vai avancando nas

pétalas da flor, e pelos ramos onde se comecam a formar, com uma cor vermelho-
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acastanhada e em forma de escudo, os cancros. Esses cancros vao se desenvolver a volta
do ramo, acabando por levar a sua morte. A superficie desses cancros vai ficar
rapidamente coberta de conidios, que vao servir de indculo para a infecdo dos frutos
quando estes comecgarem a amadurecer (Agrios, 2005).

Os conidios normalmente entram no fruto através de feridas feitas por insetos,
ramos ou pelo granizo, mas em alguns casos entram pelos estomas ou diretamente pela
cuticula. Os fungos comecam por crescer de forma intercelular e produzem uma enzima
que vai causar maceracao e vai escurecer os tecidos infetados, para além disto o fungo
vai tambeém dar origem & producéo de mais conidios no fruto. Em poucos dias o fruto
pode ficar completamente infetado e apresentar podriddo, ficando pendurado na arvore
ou caido no solo. Os frutos que caem no solo sdo normalmente desintegrados por acdo de
bactérias ou de fungos saprofitas, ja os frutos que ficam nas arvores acabam por secar e
mumificar, estes, constituem um dos principais reservatorios da doenga (Figura 12)
(Byrde et al., 1977 e Agrios 2005).

A infecdo dos frutos pode também acontecer apos a colheita, em armazenamento
ou durante o transporte. Os frutos infetados ficam necrosados apos a colheita, e 0 micélio
formado esporula e pode atacar diretamente frutos saudaveis que estejam em contato com

os frutos infetados (Agrios, 2005).
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Figura 12 - Ciclo da doenca de Moniliose causado por Monilinia fructicola, Monilinia laxa
ou Monilinia fructigena (Adaptado de Agrios, 2005).
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ii.  Controlo da doenga

Segundo Agrios (2005) a melhor forma de controlar a moniliose, é na fase de
floracdo, para tal o que se deve fazer é aplicar duas a quatro vezes um fungicida, de
preferéncia cuprico, eficaz desde 0 momento em que os botdes florais ficam cor-de-rosa
até a altura da queda das pétalas.

Os ramos que tenham flores infetadas ou cancros, devem ser removidos o mais
cedo possivel, de modo a reduzir o inoculo disponivel para infecbes de frutos ou para
reduzir as zonas onde os conidios possam passar o Inverno (Batra, 1991 e Agrios, 2005).

Os fungicidas devem ser aplicados nas arvores umas semanas antes da colheita, e
as aplicagdes devem continuar semanalmente ou de duas em duas semanas até a data da
colheita. Uma forma preventiva de controlar a doenca passa por controlar os insetos, visto
que muitas das infecdes que acontecem em frutos maduros e em quase todos os frutos
imaturos, sdo devido as feridas feitas por insetos. Para prevenir infe¢cbes na colheita e
durante o armazenamento, os frutos devem ser colhidos e manuseados com cuidado, de
modo a evitar feridas que possam facilitar a entrada do fungo. Todas os frutos ja
contaminados devem ser descartados. O aparecimento de moniliose em p6s-colheita pode
ser reduzida mergulhando o fruto numa solugdo fungicida apds o armazenamento e
através do arrefecimento dos frutos, antes da refrigeracdo a uma temperatura de 0°C a
3°C (Agrios, 2005).

24.13. LEPRA

I.  Sintomas

Segundo Giosueé et al., (2000) e Agrios (2005) as folhas das arvores afetadas ficam
distorcidas, engrossam e ficam curvadas para baixo e para dentro (Figura 13 A e B). As
folhas afetadas comecam por ficar com uma coloracdo avermelhada ou arroxeada, mas
mais tarde, quando o fungo comeca a produzir esporos nas areas afetadas, estas ficam
com uma coloragdo amarela-avermelhada, seguida de amarela e castanha, e por fim
acabam por cair. Apesar de ser com menor frequéncia, as flores, os frutos jovens e 0s
ramos do ano também podem ser afetados. As flores e os frutos infetados acabam por cair
cedo no ciclo de producéo, ja os ramos comecam a atrofiar e acabam por morrer durante

0 Verao.
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A incidéncia da doenca depende da suscetibilidade da espécie, da densidade do
indculo presente no pomar e das condi¢cdes meteoroldgicas. (Giosue et al., 2000).

Figura 13 - Folhas (A e B) e frutos (A) afetados por Lepra (Fonte:
https://www.shutterstock.com/search/taphrina).

Ii. Agente causal e ciclo da doencga

A lepra é causa pelo fungo Taphrina deformans, e € uma doenca que esta
disseminada por todo o mundo, afetando o potencial de crescimento e a longevidade das
arvores, e tendo como principal hospedeiro 0s pomares de pessegueiros, no entanto afeta
também com grande severidade a amendoeira (Giosue et al., 2000; Tavares et al., 2004;
Agrios 2005).

Agrios (2005) afirma que as células de micélio do fungo tém dois nucleos, podem
transformar-se em ascos, que normalmente contém 8 ascdsporos com um nucleo. As
estruturas assexuadas do fungo sdo os conidios.

Mix (1949), Syrop et al., (1976) e Agrios (2005) afirmam que aparentemente o
fungo passa o Inverno na arvore, sob a forma de ascosporos ou de conidios com uma
parede celular espessa. Na Primavera, esses esporos sao disseminados pela agua de rega
ou por acdo do vento para os tecidos mais jovens, onde vdo germinar e penetrar, atraves
das cuticulas ou dos estomas, nas folhas em desenvolvimento ou noutros 6rgdos. O
micélio que cresce entre as células e invade os tecidos de forma severa, vai causar o
alargamento e a divisdo das células, que vai provocar o alargamento e distor¢cdo dos
orgdos da planta. Mais tarde, numerosas hifas crescem entre a cuticula e a epiderme.
Nessa zona as células separam-se e cada uma delas produz um asco, esse asco vai alargar
e exercer pressdo na cuticula do hospedeiro, e eventualmente rompé-la, de modo a criar
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uma camada compacta de ascos. Os ascdsporos sao libertados, e com a agdo do vento vdo
para novos tecidos formando posteriormente os conidios (Figura 14).

As condi¢bes ambientais que favorecem a doenca na Primavera ndo séo
completamente conhecidas, contudo largos periodos de chuva podem favorecer o
aparecimento de surtos graves num pomar. O fungo pode comegar a crescer um teor de
humidade relativa muito alto, cerca de 95%, e com temperaturas baixas, que véo desde o
6°C até aos 26°C, tendo, no entanto, uma temperatura 6tima de crescimento entre os 18°C
e 0s 20°C. O risco de aparecimento de lepra aumenta quando as condicdes ideais se
prolongam durante o desenvolvimento dos botbes florais. Mais tarde no ciclo as
condigdes climaticas vdo-se tornando cada vez menos favordveis ao aparecimento da
doenca, as temperaturas altas inibem completamente o aparecimento da doenca. A
suscetibilidade do hospedeiro € menor com o avancar da idade das folhas, sendo que
quando estas se desenvolvem completamente a doenca deixa de apresentar um risco

econdmico, embora ndo seja completamente removida (Giosué et al., 2000).
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ii.  Controlo da doenga
Segundo Giosué et al., (2000) a lepra é controlada principalmente com recurso a
aplicacdo de fungicidas, no entanto deve também ter -se em conta as adequadas praticas
culturais e sanitérias.
A aplicagdo de fungicidas é feita preferencialmente no final do Outono, depois da
queda das folhas ou no inicio da Primavera antes dos botbes foliares incharem (Agrios,
2005).

2.4.1.4. OIDIO

I.  Sintomas

Os sintomas que indicam a presenca desta doenga comegam com 0 aparecimento
de pequenas lesdes superficiais, em forma de estrela, evoluindo depois para uma
coloracdo amarela a castanha. A pagina superior das folhas e a epiderme dos frutos torna-
se pulverulenta devido ao crescimento do micélio de cor branca (Figura 15 A e B). Com
a evolucdo da doenca, aparecem pontuacdes pretas, que correspondem as cleistotecas que
se podem apresentar isoladamente ou em grupos. Os sintomas descritos apesar de serem
mais comuns na pagina superior das folhas, podem também ser visiveis na pagina inferior,
nos estadios de desenvolvimento mais tardios da doenca e em outros 6rgdos da planta
(Agrios, 2005).

Figura 15 - Frutos (A) e folhas (B) com sintomas de Oidio (Powdery Mildew) (Fonte:
https://agrobaseapp.com/united-states/disease/powdery-mildew-of-almonds).
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ii. Agente causal e ciclo de vida

Penrose (1990) refere que o oidio da amendoeira é causado pelo fungo
Podosphaera tridactyla, este fungo produz miceélio branco que cresce na superficie dos
tecidos das plantas, enviando haustérios para as células da epiderme. O micélio vai formar
hifas reprodutivas na superficie, algumas das quais se vao desenvolver e formar pequenos
conididforos eretos. Na ponta de cada conidiéforo sdo produzidos 5 a 10 conidios em
forma de ovo. Com a chegada das temperaturas mais baixas, a producdo de conidios
termina e forma-se a estrutura de resisténcia, a cleistoteca. Esta é constituida por varias
hifas resultantes das células do cleistotécio. Os ascdsporos, formados dentro de ascos, no
interior da cleistoteca, continuam a desenvolver-se durante o Outono, e na Primavera eles
estdo maduros e prontos para a disseminacdo. Na Primavera, a cleistoteca absorve agua e
acaba por rebentar. A ponta de cada asco em cada cleistotécio sobressai, rebenta e liberta
8 ascosporos maduros.

Os tecidos epidérmicos jovens, quando estdo na presenca de inodculo, ascosporos
ou conidios, vao ser infetados pela germinacdo destes, e as suas células sdo exploradas
pela emissdo de haustorios. Através deles o fungo obtém nutrientes da planta enviando-
0s para 0s seus constituintes. Cada conidiéforo produz cadeias de conidios e estes sdo
transportados pela acdo do vento. Quando a temperatura e a humidade relativa estéo
suficientemente altas, os esporos germinam e infetam novos tecidos, provocando uma
infecdo secundaria. A fotossintese nas areas afetadas é muito reduzida e a infecdo dos
tecidos jovens provoca crescimento irregular das células afetadas e das circundantes,
resultando em &reas ligeiramente distorcidas e possivelmente na morte da area afetada se
a infecéo for severa (Agrios, 2005).

O desenvolvimento da doenca é favorecido por uma humidade relativa elevada e

por temperatura moderadas, entre os 15°C e os 20°C (Penrose, 1990).

iii. Controlo da doenga
O oidio é controlado recorrendo a utilizacdo de produtos a base de enxofre ou
através de aplicacGes de fungicidas de sintese quimica preventivos ou curativos, sendo
que em Portugal ainda ndo existem produtos homologados para a cultura da amendoeira.
Sob a maior parte das condi¢des, uma aplicacdo semanal é suficiente, mas quando existe

um rapido desenvolvimento da doenca ou chuvas frequentes podem ser necessarias mais
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aplicagdes. Alguns fungos foram usados experimentalmente como parasitas ou
antagonistas do oidio, contudo o controlo bioldgico ainda ndo foi desenvolvido o

suficiente, apesar de ser promissor (Agrios, 2005).

2.4.1.5. FEUSARIOSE

i.  Sintomas

O primeiro sintoma a aparecer € uma ligeira descoloracdo nas nervuras das folhas
mais exteriores e jovens. Posteriormente as folhas mais velhas comecam a apresentar
epinastia causada pela queda dos peciolos. Contudo, € mais comum nas plantas mais
velhas, que apresentam descoloracdo das nervuras e epinastia nas folhas, estes sintomas
sdo seguidos por um crescimento atrasado das plantas, pelo amarelecimento das folhas,
formagdo ocasional de raizes adventicias, murchiddo nas folhas, desfoliagdo, necrose na
margem das folhas restantes, e finalmente a morte da planta. Os frutos também podem
ser infetados, mas acabam por cair antes da infecao ser detetada. As raizes séo infetadas,
apos um periodo inicial de crescimento retardado, as pequenas raizes laterais acabam por
apodrecer (Agrios, 2005).

Marek et al., (2013), afirma que o sintoma predominante Sdo necroses na casca
interior e no cambio (Figura 16). Os sintomas muitas vezes ocorrem na zona do enxerto,
com as areas necroticas a aparecerem no enxerto, sendo que algumas vezes também
aparecem no porta-enxerto. Na auséncia de sintomas externos, as necroses internas nao

sdo evidentes em muitas arvores, cujo o tronco tenha uma coloracdo castanha escura,
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Figura 16 - Aparecimento de esporos em zona cbm necrose (Fonte: Marek et al., 2013).
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contudo essas lesfes sdo mais visiveis em troncos de cor castanha clara ou verde.

ii. Agente causal e ciclo da doenga

As espécies de fungos descritas como responsaveis pela fusariose da amendoeira
sdo o Fusarium avenaceum e o Fusarium acuminatum (Marek et al., 2013). Afifi (1977)
refere Fusarium solani também como espécie responsavel pela fusariose da amendoeira.
Agrios (2005) afirma que a maioria das espécies de Fusarium podem ser responsaveis
pela fusariose e tém um ciclo da doenca e desenvolvimento similares.

Quanto a caracteristicas deste agente patogénico, Agrios (2005) refere que o
miceélio é incolor ao inicio, mas com a idade torna-se creme, amarelo palido, rosa palido
ou arroxeado, consoante as espécies. O fungo produz trés tipos de esporos assexuados, 0s
microconidios, 0os macroconidios e os clamiddsporos. Os microconidios tém uma ou duas
células, sdo os esporos mais frequentemente e abundantemente produzidos em todas as
condigdes, mesmo dentro dos vasos de plantas infetadas. Os macroconidios tém trés a
cinco células e aparecem em grupos na superficie das plantas mortas pelo agente
patogénico. Os clamidosporos tém uma ou duas células, parede espessa e sdo
arredondados, sdo produzidos dentro ou na parte terminal do micélio mais evoluido ou
nos macroconidios. Os trés tipos de esporos sdo produzidos no solo, embora somente 0s
clamiddsporos possam sobreviver no solo por muito tempo.

Este fungo sobrevive no solo, mas entre culturas também pode sobreviver em
restos de plantas afetadas sob a forma de micélio ou dos trés tipos de esporos, mas
principalmente sob a forma de clamiddsporos. Espalha-se em distancias curtas através da
agua e equipamentos contaminados e em distancias longas através de plantas
transplantadas com a infecdo e no solo que essas plantas levem com elas. Normalmente,
qguando uma éarea fica infetada com Fusarium spp., permanece assim durante tempo
indeterminado (Agrios, 2005). Quando as plantas saudaveis crescem em solo
contaminado, o tubo germinativo dos esporos ou 0 micélio, vai penetrar diretamente nas
extremidades das raizes ou através de feridas nelas existentes. O micélio avanga
intercelularmente pelo cértex da raiz, atingindo entdo os vasos do xilema. O micélio fica
depois exclusivamente nos vasos e circula através deles, principalmente de baixo para
cima e em direcdo a corola da planta. Nos vasos xilémicos, o micélio vai produzir
microconidios, que vao ser separados e levados para cima nos vasos. O micelio também

avanca lateralmente, em direcdo aos vasos adjacentes. A combinacdo destes processos
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chama-se entupimento dos vasos, e ¢ responsavel pelo ‘stress’ hidrico na planta infetada.
Quando a folha transpira mais agua do aquela que as raizes e o caule podem repor, 0s
estomas véo fechar e a folha vai murchar e morrer, levando assim & morte do resto da
planta. O fungo vai invadir os tecidos da planta morta e esporular, 0s esporos resultantes

vao ser disseminados para novas plantas atraves do ar ou da agua (Figura 17) (Agrios,

Anel necrético !

Vasos de xilema
saudiveis no caules mfetados
caule

7 Micélio ou tubo
germmativo
[& < atacam as raizes

Conidios " Micélio e
i< zoma
enfopemos @

h Esporoa mortas 3 vasos
\ | gemminar - A% /‘*<
o N\ A Ay
R e = o B AT £ ¢ TR N
/ pe ) 2/
> 9 e
Microconidios e | [ T y |
] » s Z z 5 3 'Y '1
j \ “~_ : < e
Macroconidios  Clamiddsposos Micélio =
e— Esporoz formados a partir do = Ramos inferiorss
(Todos oz estados presentes nos tecidos nfetados ou no solo) micdhio db 5olo i e ok P e A

& morre

Figura 17 - Ciclo da doenca de Fusariose causado por Fusarium avenaceum, Fusarium
acuminatum e Fusarium solani (Adaptado de Agrios, 2005).
2005).

lii. Controlo da doenga
Segundo Agrios (2005), a fusariose € uma doenca dificil de controlar, sem recorrer
a cultivares resistentes ou tolerantes, contudo, existem algumas op¢des que, embora ndo
sejam totalmente eficazes sozinhas, podem ajudar a diminuir a disperséo da doenca, tais
como; a utilizacdo de plantulas e sementes livres de doencas; plantas com resisténcia
genética; solarizacdo do solo; realizacdo de mobilizagGes no solo; rotacdo com culturas

nédo-suscetiveis; boa drenagem no solo; fertilizacdo azotada correta.

24.1.6. DOENCAS DO LENHO

i. Sintomas
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Os fungos do lenho estdo distribuidos mundialmente, e afetam uma ampla gama
de plantas monocotiledoneas, dicotiledoneas e gimnospérmicas (Gure et al., 2005).

Segundo Sessa et al. 2016 as doencas do lenho podem apresentar sintomas severos
em prundideas, as arvores afetadas apresentam sintomas como cancros nos ramos, galhos
e no tronco principal, cancro na raiz, declinio e em alguns casos a morte completa da
arvore. Pode afetar os troncos, os ramos e também os frutos. O cdrtex externo do cancro
fica cor-de-laranja ou castanho e apresenta uma textura papiracea.

Os sintomas da doenca estdo associados com lenticelas, e incluem lesdes
necroticas na casca da arvore e formacdo de goma no tronco e nos limbos. As gomoses
ocorrem frequentemente em pessegueiros, damasqueiros, ameixeiras, cerejeiras e
amendoeiras, e reduzem o crescimento e a produtividade da arvore, especialmente em
cultivares suscetiveis (Wang et al., 2011). A doenca é caraterizada por depésitos de gomas
que foi exsudada pela casca dos troncos, limbos e ramos (Weaver, 1974) (Figura 18).
Outros sintomas que se verificam incluem lesbes necréticas profundas (1 a 2 centimetros
de didmetro) na casca em volta das lenticelas e gomoses nas lenticelas doentes. Em ramos
jovens as lenticelas infetadas tornam-se inchadas, mas a gomose geralmente ndo acontece
(Weaver, 1979).

e S

Figura 18 - Sintomas de doengas do lenho em amendoeiras (onte:
https://flotrouillas.faculty.ucdavis.edu/research-projects/).

ii. Agentes Causais e Ciclo da Doenca
Dois dos fungos responsaveis pelas doencas do lenho no amendoal sédo

Botryosphaeria spp. e Cylindrocarpon spp. (Agrios, 2005).
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A Botryosphaeria produz conidios em picnidios e ascosporos nas peritecas, nos
cancros, nos frutos mumificados e na casca da madeira morta. O fungo passa o Inverno
sob a forma de micélio, ascdsporos e conidios na arvore. Na Primavera e durante a época
de crescimento, os conidios e 0s ascésporos sdo libertados durante as chuvas, sendo
depois levados para as folhas, para os frutos e para a madeira onde iniciam novas infecdes
(Agrios, 2005).

O Cylindrocarpon por vezes produz microconidios unicelulares, e de forma mais
comum macroconidios cilindricos com duas a quatro células. Os microconidios tem uma
cor branca, amarelada ou laranja e sdo produzidos na epiderme das zonas infectadas
(Agrios, 2005).

Segundo Agrios (2005) os conidios sdo produzidos durante o Verdo e no inicio do
Outono. A sua disseminacao é feita através da chuva, do vento, dos insetos e do material
de poda. As peritecas aparecem no final do Verao e no Outono nos cancros formados pela

doenca.

iii. Controlo
Agrios (2005), diz que a melhor maneira de efetuar o controlo das doengas do
lenho passa por remover as zonas infetadas atraves da poda e queimar todas as zonas

removidas e aplicar os fungicidas apropriados na arvore.

2.5.Fungos Endofiticos

A simbiose pode ser definida como uma associacdo a longo prazo entre dois
organismos de espécies diferentes, seja essa relacdo benéfica para ambos os individuos
envolvidos ou ndo. A maioria dos organismos vivos tem relacBes simbidticas com
microrganismos, sendo um exemplo destas relacdes o que acontece entre fungos
endofiticos e plantas (Rodriguez et al., 2008).

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que residem, durante todo, ou pelo
menos um periodo do seu ciclo de vida no interior de uma planta hospedeira e que tém a
capacidade de ocupar e colonizar os tecidos saudaveis e 6rgaos destas, e desenvolvem-se
tanto inter com intracelularmente, sem causar nenhum sintoma negativo visivel,
estabelecendo assim uma interacdo simbiotica com a planta. Este fendmeno acontece

praticamente em todas as plantas estudadas até entdo. Os endofiticos habitam, de um
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modo geral, as partes aéreas das plantas, como folhas e caules (Rodriguez et al., 2008;
Pimenta et al., 2012; Patel et al., 2013 e Torres et al., 2015).

Os endofiticos podem ser transmitidos de geracdo em geracgdo, verticalmente, do
parente para a descendéncia, ou horizontalmente, de um individuo para ou outro individuo
ndo relacionado. Os fungos endofiticos transmitidos verticalmente sdo assexuados, e
transmitidos através de uma hifa que penetra nas sementes do hospedeiro. Como a sua
reproducéo esta ligada com o hospedeiro, estes endofiticos sdo muitas vezes mutualistas.
Por outro lado, se forem transmitidos horizontalmente, os fungos endofiticos sao
sexuados e transmitidos via esporos, que sdo disseminados pelo ar ou por insetos vetores.
(Selosse et al., 2004).

Apesar de na maior parte das vezes a relacdo simbidtica entre o fungo endofitico
e a planta ser mutualista, esta relacdo pode por vezes tornar-se parasita, originando assim
doenca na planta. Esta interacdo flexivel é determinada pelas necessidades nutricionais
do enddfito, pela envolvente ambiental, bem como por pequenas diferencas na expressao
genética do fungo. Quando o equilibrio estabelecido na interacdo for perturbado, os
fungos endofiticos podem tornar-se fungos patogénicos e provocar sintomas de doenca
na planta ou levar a exclusdo do fungo pelos mecanismos de defesa da planta (Figura 19)
(Schulz et al., 2006).

Fatores ambientais

Senescéncia

Figura 19 - Hipdtese explicativa para o estabelecimento de relagfes mutualismo ou
parasitismo entre um fungo endofitico e uma planta hospedeira (Adaptado de Schulz et
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Os fungos endofiticos podem existir em tecido vegetais saudaveis ou doentes,
destacando assim a incerteza entre os limites que separam os fungos endofiticos, dos
agentes patogénicos facultativos, e dos agentes patogénicos latentes. Os fungos
patogénicos capazes de ndo deixar sintomas de ocupacgéo nos seus hospedeiros, em parte
do seu ciclo podem ser considerados endofiticos (Schardl et al., 1993).

Neda et al., 2011 afirma que a associacdo planta-endofitico tem uma natureza
dindmica, na qual muitos fatores afetam a estrutura e a composicdo das espécies das
comunidades microbianas que colonizam as raizes, ramos e folhas. A diversidade de
endofiticos depende de fatores ambientais e da interagdo com outros endofiticos ou com
organismos patogénicos.

Uma das carateristicas dos fungos descritos como endofiticos é a de exibirem um
largo e impercetivel periodo no qual o crescimento e a colonizacdo cessam
temporariamente, retomando a sua atividade depois uma alteracdo fisica ou de maturacao
no hospedeiro (Stepniewska et al., 2013 e Zuccaro et al., 2014). Este crescimento
episédico distingue os fungos endofiticos dos restantes, quer sejam considerados
saprofitas comensais, patogénicos latentes ou mutualistas protetores (Saikkonen et al.,
2004).

Neda et al. 2011, Patel et al. 2013 e Torres et al. 2015 afirmam que os fungos
endofiticos foram inicialmente descritos como assintomaticos e muitos dos endofiticos
isolados até ao momento ndo tém qualquer efeito nos hospedeiros, sdo muitos os que ja
demonstraram ter uma funcdo concreta na planta, como aumento da tolerancia a agentes
patogénicos, herbivoros, pragas, aumento do crescimento e a producdo de biomassa,
ajudam na reproducdo e podem ser um auxilio importante ao ‘stress’ provocado por
fatores abidticos. Estes agentes endofiticos podem ainda produzir toxinas, antibioticos ou
outros farmacos, fatores de crescimento e muitos outros produtos de interesse
farmacéutico (Pimenta et al., 2012 e Lu et al., 2012).

O potencial dos microrganismos endofiticos como fonte de metabolitos bioativos
com possiveis aplicacdes na medicina e na agricultura tem suscitado muito interesse e
originado muitos estudos sobre estes organismos e sobre 0 seu uso, no controlo bioldgico
das doencas das plantas como alternativa aos pesticidas quimicos (Aly et al., 2011).

Na prunoideas tambeém existem estudos que provam que os fungos endofiticos

podem ter influéncia na arvore. Pimenta et al. (2012) descobriu que o fungo endofitico
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Phaeosphaeria nodorum, produzia componentes volateis que desempenham um papel
significativo na redugéo da expansdo de Monilinia fructicola nos tecidos de ameixa.
Também Neda et al. (2011) afirma que, no caso da cereja existem fungos endofiticos que
sdo omnipotentes e que provavelmente aumentam a aptiddo da planta, ao melhorarem a
sua toleréncia a metais pesados e a seca, reduzirem o ataque de herbivoros e de agentes

fitopagotenicos e promovem o0 Seu crescimento.
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3. Materiais e Métodos

36



3.1.Apresentacéao e caracterizacio das parcelas em estudo

O estudo dos problemas fitossanitarios da amendoeira em modo de exploracao
super-intensivo realizou-se em dois distritos diferentes de Portugal, um no Distrito de
Portalegre e outro no Distrito de Evora, sendo que ambas as parcelas pertencem & regido
do Alentejo. Nas duas parcelas em estudo a cultura do amendoal foi instalada em abril de
2016. As cultivares escolhidas foram a Lauranne Avijor e a Soleta, ambas sao cultivares
europeias, tendo a primeira origem francesa e a segunda origem espanhola. O porta-
enxerto utilizado em ambos os sitios foi 0 RP-20. Foram escolhidas esta cultivares por
estarem presentes nos dois locais em estudo e por serem as cultivares mais utilizadas em

Portugal em modo super-intensivo.

3.1.1. Localizacéo dos locais de amostragem

O local A situa-se no Concelho de Monforte, no distrito de Portalegre (Figura

20) e a area de amendoal usada para estudo foi 21,836 ha.

Figura 20 — Parcela em estudo no local A.

O local B fica situado na freguesia de Torre de Coelheiros, no distrito de Evora

(Figura 21) e a &rea de amendoal usada neste estudo foi de 25,967 ha.

Figura 21 - Parcela em estudo no local B.
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3.1.2. Condices edafo-climaticas de Portalegre e de Evora
3.1.2.1. Clima

Os dados climéticos apresentados para o distrito de Portalegre (Quadro 5) e para

o distrito de Evora (Quadro 6) foram retirados dos dados publicados pelo Instituto

Portugués do Mar e da Atmosfera, para uma normal climatoldgica de 30 anos (1971 a

2000).

Quadro 5 - Dados relativos a temperatura do ar e a precipitacdo na estacdo meteoroldgica

de Portalegre entre os anos de 1971 e 2000 (Fonte: Instituto Portugués do Mar e da

Atmosfera).
Informacao sobre a Estacdo Meteoroldgica de Portalegre entre 1971 e 2000
Temperatura mensal do ar (°C) Precipitacdo mensal (mm)
Més .| Meédia | Média | Valor | Valor Megﬂa Qualnt!dade
Média Maxi o g . quantidade maxima
axima| Minima | maximo | minimo o
total diaria
Janeiro 8,5 114 5,7 20,4 -4,5 109,6 61,2
Fevereiro | 9,4 12,6 6,2 22,5 -3,7 95,5 63,9
Marco 11,5 154 7,6 25,5 -2,8 63,3 47,9
Abril 123 | 16,5 8,2 29,6 -0,2 78,4 52,3
Maio 153 | 20,0 10,6 32,3 2,1 67,5 48,0
Junho 199 | 254 14,4 39,4 5,0 31,6 40,8
Julho 235 | 298 17,3 40,4 8,2 7,5 28,7
Agosto | 235 | 29,7 17,2 39,1 8,6 8,5 20,5
Setembro | 21,2 | 26,2 16,1 39,5 6,0 42,1 54,3
Qutubro | 16,2 | 199 12,5 31,0 3,5 97,5 75,5
Novembro| 12,1 15,0 91 25,7 1,0 114,9 66,6
Dezembro| 9,5 12,2 6,8 23,2 -1,1 136,0 67,5

As temperaturas registadas pela estacdo meteoroldgica de Portalegre (Quadro 5)
mostram que, durante os 30 anos da normal climatoldgica, os valores de temperatura
média mensal estiveram compreendidos entre os 8,5°C e 0s 23,5°C, sendo 0 més mais
frio janeiro e 0s meses mais quentes julho e agosto.

Os valores médios de temperatura foram de 29,8°C em julho (maximos) e de
5,7°C em janeiro (minimos). A temperatura maxima registada foi durante o més de julho
com 40,4°C e a temperatura minima foi observada durante o més de janeiro com -4,5°C.

No que diz respeito a precipitagdo, 0 més com maior valor foi 0 més de janeiro e
aquele que registou um menor valor foi julho, com 109,6 mm e 7,5 mm, respetivamente.

Em relacdo ao valor de precipitacdo méxima diéria, o mais elevado foi no més de outubro
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com 75,5 mm e os valores minimos de precipitagdo diarios registaram-se no més de
agosto com 20,4 mm.
Ao agrupar a temperatura e a precipitacdo num so grafico obteve-se o grafico

termopluviométrico para o distrito de Portalegre (Figura 22).

Altitude: 382m Climate: Csa °C: 16.0 mm: 754 mm
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Figura 22 - Gréfico termopluviométrico de Portalegre
(Fonte: https://pt.climate-data.org/location)

Quadro 6 - Dados relativos a temperatura do ar e a precipitacdo na estagdo meteoroldgica
de Evora entre 0s anos de 1971 e 2000 (Fonte: Instituto Portugués do Mar e da
Atmosfera).

Informacéo sobre a Estacdo Meteoroldgica de Evora entre 1971 e 2000
Temperatura mensal do ar (°C) Precipitacdo mensal (mm)
Més | Média | Média | Valor | valor | Meédia | Quantidade
Média | ,,. - o ‘o - quantidade maxima
Maxima | Minima | maximo | minimo .
total diéria
Janeiro 9,3 12,8 58 21,0 -2,9 78,5 62,7
Fevereiro | 10,4 14,0 6,7 24,2 -1,4 67,0 46,2
Marco 12,4 16,8 8,0 27,4 -1,8 41,9 36,0
Abril 13,5 18,0 9,0 30,5 2,0 58,1 47,3
Maio 16,2 21,2 11,1 34,2 49 49,9 51,5
Junho 20,2 26,3 14,0 41,0 6,7 20,4 37,2
Julho 23,2 30,2 16,3 42,0 9,8 8,6 69,8
Agosto 23,2 30,2 16,5 39,6 11,0 6,6 48,9
Setembro | 21,4 27,2 15,6 39,7 7,6 29,8 55,3
Outubro | 17,0 21,5 12,6 32,4 4,0 69,8 56,0
Novembro | 13,0 16,7 9,3 26,6 14 76,1 53,2
Dezembro | 10,4 13,6 7,2 215 -1,5 102,7 67,2
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No caso do distrito de Evora (Quadro 6), pode-se observar que 0 més com a média
mais alta e 0s meses com a média mais baixa foram julho/agosto e janeiro com 23,2°C e
9,3°C, respetivamente.

Os valores médios de temperatura foram de 23,2°C em julho (méximos) e de
5,8°C. em janeiro (minimos). A maior temperatura registada foi durante o0 més de julho
com 42°C e a menor temperatura foi observada durante o0 més de janeiro com -2,9°C.

Relativamente a precipitacdo, 0 més com a maior media foi dezembro e 0 més
com a menor média foi agosto, com valor de 102,7 mm e 6,6 mm, respetivamente. O més
que registou a maior precipitagdo diéria foi julho com 69,8 mm, em ponto oposto, 0 més
em que se registou a menor precipitacdo foi margo com 36,0 mm.

Ao agrupar a temperatura e a precipitacdo num sé grafico vai-se obter o grafico

termopluviométrico para o distrito de Evora (Figura 23).

Atitude: 288m Climate: Csa “C: 15.9 mm: 629
100
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Figura 23 - Gréfico termopluviométrico de Evora (Fonte:
https://pt.climate-data.org/location/135/).

3.1.2.2. Solos

Para a identificacéo e caracterizacao dos solos presentes em cada uma das parcelas
utilizaram-se as cartas de solos associadas as zonas onde estas estdo localizadas. As cartas

de solo foram tratadas com recurso ao programa ArcGis (ESRI 2011) (Anexo | e Anexo

).
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I. Local A

Para identificar os solos presentes na parcela situada no local A utilizou-se o
programa ArcGis (ESRI 2011) em conjunto com a Carta de Solos de Portugal n°® 32 — D
com uma escala de 1:25000 (Anexo I). Os solos encontrados foram o Pmn (d.p.) e o Bp.
Segundo a DGADR (Direcao Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural), o solo Pmn
pertence a familia dos Solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos,
Pardos, de Materiais N&o Calcarios, Normais, de rochas cristalofilicas. A descri¢do do

perfil a que corresponde este solo é a seguinte:

Solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Pardos, de Materiais
N&o Calcarios, Normais, de rochas cristalofilicas

Horizonte A1 — 15 a 30 cm; pardo-amarelado-escuro ou pardo-acinzentado-
escuro; franco-arenoso ou areno-franco, por vezes franco, normalmente com saibro e
cascalho subangulosos de quartzo; estrutura granulosa média ou grosseira fraca; muito
fridvel ou solta.
Transicédo nitida para

Horizonte B1 — 10 a 15 cm; pardo ou pardo-amarelado-escuro; franco ou franco-
argilo-arenoso, normalmente com saibro e cascalho subangulosos de quartzo; estrutura
anisoforme grosseira e média, moderada a fraca; friavel.
Transic¢do nitida para

Horizonte B2 — 15 a 30 cm; pardo-olivaveo, por vezes com algumas ou bastantes
manchas pardo-amareladas e pardo-acinzentadas escuras; franco-argiloso a argiloso, por
vezes franco-argilo-arenoso, normalmente com saibro e cascalho subangulosos de
quartzo e de rocha-mée; estrutura anisoforme angulosa muito grosseira forte, por vezes
tendente para prismatica média moderada; com agregados de peliculas de argilas; firme;
com algumas concrecdes ferruginosas.
Transicao gradual para

Horizonte C — Material proveniente da meteorizacdo de rochas cristalofilicas,
nomeadamente Xxistos e gneisses.

O outro solo existente no local A é o Bp. Cardoso (1965), diz que o solo Bp esta
inserido na familia dos Barros Pretos Ndo Calcarios de dioritos ou gabros. Segue-se a

descricdo do perfil correspondente ao solo Bp.
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Barros Preto N&o Calcéarios de dioritos ou gabros

Horizonte Ap — 20 a 40 cm; pardo-acinzentado muito escuro ou castanho
(tonalidades compreendidas entre 10 YR e 7,5 YR); argiloso, por vezes franco-argiloso;
estrutura anisoforme angulosa média a grosseira forte composta de granulosa média
moderada; firme e rijo ou extremamente rijo; fendilha quando seca; efervescéncia nula
ouCIH; pH6,5a7,5.
Transicao nitida para

Horizonte B — 10 a 60 cm; idéntico ao anterior mas de estrutura prismatica média
ou grosseira forte apresentando peliculas de argilas nas faces dos agregados; com
superficies polidas («slickensides»); pH 6,5 a 8,0.
Transicao gradual para

Horizonte BC — 10 a 15 cm; mistura de material idéntico ao das camadas
anteriores com saibro ou fragmentos prismaticos provenientes da desagregacdo da rocha-
mée; pH 6,5a7,5.
Transicao gradual para

Horizonte C - Material originario: saibro e/ou fragmentos prismaticos

provenientes da meteorizacao de dioritos ou gabros ou rochas cristalofilicas basicas.

I1. Local B

Tal como para o local A, também para o local B recorreu-se ao programa ArcGis
juntamente com a Carta de Solos de Portugal n° 40 — A com uma escala de 1:25000
(Anexo 1) para identificar os solos presentes nesta parcela. Os solos encontrados foram
0 Pmg, o0 Ca, o Pmg + Pmg (p) e 0 Pgm + Pgm (d). Numa das misturas de solos presentes
no solo da parcela, um dos Pmg encontra-se em fase pedregosa, o que pode indicar que o
solo poderé ter precisado de algumas operacdes de desprega. Na outra mistura de solos,
um dos Pgm esta em fase delgada, o que indica um solo com uma profundidade baixa no
total dos seus horizontes.

Segundo Cardoso (1965) Pgm refere que o este solo pertence a familia dos Solos
Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Pardos, de Materiais N&o

Calcarios, Normais, de quartzodioritos.
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Solos Argiluviados Pouco Insaturados - Solos Mediterraneos, Pardos, de Materiais
Nao Calcarios, Normais, de quartzodioritos

Horizonte A1 — 15 a 35 cm; pardo ou castanho; franco-arenoso a arenoso;
estrutura granulosa fina fraca ou sem agregados; ndo aderente, ndo plastico, muito friavel
ou solto, fofo ou solto; pH 5,5 a 6,5.
Transicdo nitida ou abrupta para

Horizonte B — 20 a 50 cm; pardo ou castanho com pontuacgdes esbranquicadas de
feldspatos; franco-argilo-arenoso, franco-argiloso, argilo-arenoso ou argiloso; estrutura
prisméatica média ou grosseira moderada ou fraca; ha peliculas de argila nas faces dos
agregados; aderente, plastico, muito firme ou firme, muito rijo ou rijo; pH 6,5 a 7,5.
Transicao nitida ou gradual para

Horizonte C - Material origindrio proveniente da desagregacdo de
quartzodioritos, notando-se nele, além de feldspatos, particulas de quartzo e de micas.

Na parcela esta presente também o solo Ca, que segundo Cardoso (1965), sdo
Solos Hidromorficos, Sem Horizonte Eluvial, Para-Aluviossolos, de aluvides ou coluviais

de textura mediana. Em seguida apresenta-se a sua descricao.

Solos Hidromorficos, Sem Horizonte Eluvial, Para-Aluviossolos, de aluvides ou

coluviais de textura mediana

Horizonte A1 — 20 a 30 cm; pardo-acinzentado, pardo-acinzentado-escuro ou
cinzento-escuro; textura mediana; com estrutura granulosa média e fina moderada;
aderente ou pouco aderente, plastico ou pouco pléastico; friavel, pouco rijo; pH 6,0 a 8,0.
Transicdo abrupta ou nitida para

Horizonte Bg — 30 a 90 cm; cinzento muito escuro ou preto; franco-argiloso, por
vezes argiloso; com estrutura prismatica ou anisoforme angulosa média moderada;
aderente, pléastico, friavel ou firme, rijo ou muito rijo; pH 5,5 a 6,5.

Transicao gradual para

Horizonte Cg — Material originario de origem aluvionar ou coluvionar de
constituicdo algo variavel mas em geral de cor menos escura, de textura mais ligeira e de
menor grau de estrutura que o horizonte superior.

Por fim, o dltimo solo presente na parcela é o Pgm, Cardoso (1965) afirma que
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este solo pertence a familia dos Solos Litdlicos, Ndo Humicos, Normais, de rochas

eruptivas de composicao mineraldgica entre o granito e o quartzodiorito.

Solos Litolicos, Ndo Humicos, Normais, de rochas eruptivas de composi¢ao
mineraldgica entre o granito e o quartzodiorito

Horizonte Ap — 15 a 25 cm; pardo ou pardo-amarelado; arenoso; sem agregados;
solto; pH 5,5a6,5.
Transicao gradual para

Horizonte B — 15 a 20 cm; pardo ou pardo-amarelado; franco-arenoso ou franco;
estrutura anisoforme subangulosa grosseira fraca; pH 6,0 a 7,0.
Transicao gradual para

Horizonte C — Material originario proveniente da desagregacdo de rochas
eruptivas de composicdo mineraldgica entre granito e quartzodiorito, principalmente

quartzomonzoritos e granodioritos, o qual é de textura mais fina do que o dos solos (Pg).

3.1.3. Sistemas de rega nos locais utilizados nos locais A e B

Em ambos locais o sistema de rega utilizado é a rega localizada, mais

precisamente a rega gota-a-gota (Figuras 24 e 25).

CLASSIFICACAO PORTUGUESA DOS SISTEMAS DE REGA
METODOS PROCESSOS

Regadeiras de nivel

Regadeiras inclinadas

Escorrimento Planos inclinados

Cavaletes
- Rega por
Faixas gravidade

Canteiros

Submersio

Caldeiras

Sulcos

»

Infiltracdo

Rega subterrinea

Rega Gota-a-gota
Localizada

Rega a

Miniaspersao pressio

Rega por aspersio

Fiaura 24 - Classificacao Portuauesa dos Sistema de Reaa (Fonte: Raposo. 1997).
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Figura 25 - Exemplo de rega gota-a-gota com uma
fita de emissores no local B

Segundo Oliveira (2011), a rega localizada, tem por objetivo aplicar &gua numa
fracdo da superficie ocupada pelo proprio sistema de rega, ou seja, humedecer apenas
uma area parcial. Dentro da classificacdo de rega localizada encontra-se a rega gota-a-
gota, assim chamada por se tratar de um método que aplica agua de uma forma lenta e
pontual, localizada sob a forma de gotas, em locais previamente fixados e por intermédio
de emissores (gotejadores), uniformemente distribuidos ao longo dos ramais laterais.

O mesmo autor refere que agua é aplicada ao solo por intermédio de emissores
funcionando a baixa pressao, da ordem dos 20 a 200 kPa, e dimensionados para pequenos
caudais, entre 2 a 12 L/h. Os emissores podem estar inseridos diretamente nas laterais dos
ramais, ou em pequenos ramais derivados deste, e estdo colocados sobre a superficie do
solo, ou suspenso a uma pequena altura do solo.

A agua que sai do emissor vai ser distribuida no solo a volta deste, de acordo com
um determinado padrdo de humedecimento, que depende das carateristicas hidraulicas do
solo em questdo. Assim, se o afastamento entre os emissores for grande a zona
humedecida é apenas pontual, mas se esse afastamento for menor, a zona humedecida
pode tomar a forma do ramal lateral onde esta o emissor. Nestas condi¢cdes, conhecer a
profundidade do solo e a distribuicdo das raizes ajudardo a definir qual o espacamento
entre emissores, ou no caso de pomares, a necessidade de um maior nimero de emissores
por arvores, a fim de que a zona explorada pelas raizes possa ser maior e possa estar
distribuida por todo o volume de solo.

Segundo Pereira (2004), a rega gota-a-gota tem como principais vantagens a
elevada eficiéncia de aplicacdo (Figura 26) e a economia de agua, por sua vez a sua

principal desvantagem é o facto de ter um custo inicial muito elevado.
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Figura 26 - Valores indicativos das eficiéncias de aplicacdo para sistemas de rega bem
projetados e bem mantidos (Fonte: Pereira, 2004)

3.2.Descricdo do Problema e selecdo do material vegetal

Identificaram-se diversas arvores com sintomatologia tipica de stress hidrico, em
que as arvores apresentavam folhas e ramos secos. ObservacGes mais pormenorizadas
revelaram que os sintomas comecaram por manifestar-se nos ramos superiores das
arvores afetadas, iniciando-se com clorose (Figura 27 A), seguida de necrose dos tecidos
das folhas (Figura 27 B). Ap6s a queda das folhas necroticas (Figura 27 C), 0s ramos
superiores acabavam por também secar, sendo que ap6s um corte transversal eram
visiveis anéis necroticos no interior do lenho dos ramos (Figura 27 D e E). Dos ramos, 0s
sintomas passavam para 0 tronco e raizes, e tambeém para as arvores mais proximas,
levando a morte generalizada das arvores jovens. Foi também visivel o aparecimento de
varias gomoses (Figura 27 F) de grandes dimensGes em grande parte das plantas que

apresentavam sintomas da doenca (Figura 27 G e H).
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Figura 27 - Exemplo das sintomatologias encontrada em amendoeiras jovens presentes
nos locais A e B e nas cultivares Lauranne Avijor e Soleta. A — Cloroses; B — Necroses
dos tecidos das folhas; C — Queda das folhas necroticas; D e E — Anéis necroticos no
interior do lenho; F — Gomoses; G e H — Morte das plantas.

3.3.Recolha de material vegetal
Em cada um dos locais (A e B) foram recolhidas amostras de duas cultivares,
Lauranne Avijor e Soleta, em trés partes distintas das arvores marcadas para este estudo,
ou seja, folhas, raizes e troncos. Também em cada cultivar foram amostradas plantas com
sintomas sugestivos de doenca e plantas assintomaticas, sendo que no total foram
amostradas 54 plantas em cada local, fazendo um total de 108 plantas. Para facilitar a

recolha das amostras as plantas selecionadas para a amostragem foram agrupadas em
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blocos. A figura 28 mostra esquematicamente como foram agrupados os blocos para o
local A e B. Cada bloco apresenta cinco arvores associadas na mesma linha de plantacgéo,
exceto 0s blocos 7, 8 e 9 que apresentam apenas trés arvores associadas na mesma linha
de plantacéo, isto deve-se ao facto de ter existido dificuldade em encontrar arvores da
cultivar Soleta que apresentassem sintomas tipicos de doenca.

As amostras foram recolhidas durante os meses de novembro de 2017 a janeiro de
2018. A tesoura de poda e a pa usadas para a recolha das amostras foram devidamente
desinfetadas entre cada recolha para evitar contaminacdes. Depois de selecionadas as
amostras foram identificadas e colocadas em sacos, tendo a sua conservacao sido efetuada
a 4°C ateé a data do seu processamento.

LocalAeB

. ) 1
| Lauranne Avijor Soleta
[ . .
Sintomaticas Assinstomaticas Sintomaticas Assintomaticas
I T | |
Folhas Raiz Tronco Folhas Raiz Tronco Folhas Raiz Tronco Folhas | Raiz Tronco

« Bl * B4 « B « B10O
+ B2 * BS + Ba « BI11
« B3 * B& + B9 + B12

Figura 28 - Esquema da recolha de amostras de material vegetativo no local A e B.

3.4.Recolha de material edéafico

De cada um dos blocos onde foram recolhidas as amostras de material vegetativo,
foram também recolhidas amostras de solo, da linha e de entrelinha de plantacdo onde
estdo situados os respetivos blocos, ou seja, duas amostras por cada bloco, 24 amostras
por local e 48 amostras no total, de modo a identificar quais os microrganismos
fitopatogénicos presentes nesses solos. A amostragem dos solos foi realizada
simultaneamente a recolha do material vegetal, com recurso a uma sonda, que permitiu
retirar o material edafico correspondente aos primeiros 50 cm de solo. Entre as recolhas
das amostras de cada bloco, a sonda foi devidamente lavada para evitar contaminagoes
de um solo para outro. Apos identificadas e colocadas em sacos as amostras foram

guardadas no frigorifico a uma temperatura de 4°C ateé serem processadas.
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3.5.Recolha de 4gua de rega
Durante 0 més de janeiro de 2018, foram recolhidas as amostras de agua de rega
dos locais A e B, uma amostra por cada local, para assim ser possivel avaliar o estado
sanitario deste elemento fundamental para as plantas. As amostras foram recolhidas
diretamente das barragens que fornecem agua aos diferentes locais, colocadas em garrafas
previamente desinfetadas (cerca de 1 L de agua por local) e identificadas. Apos a recolha
as amostras foram guardadas no frio, a cerca de 4°C, até a altura da sua analise em

laboratério.

3.6.1solamento de microrganismos provenientes do material vegetal

As operagdes realizadas no laboratorio para o isolamento e purificagdo dos
microrganismos foram todas executadas em bancadas, que foram previamente
desinfetadas com alcool a 96% e junto a area de influéncia da chama do bico de Bunsen,
com objetivo de cumprir as condicOes de assepsia e diminuicdo do risco de contaminagéo
das amostras com outros microrganismos néo desejados.

Todo o material usado neste trabalho foi sujeito a um ciclo de esterilizacdo em
autoclave (Uniclave 88, A.J. Costa), a uma temperatura de 120°C e a uma pressao de 1
atmosfera durante vinte minutos.

O material vegetal que havia sido guardado a uma temperatura de 4°C, foi sujeito
a um ciclo de desinfecGes, segundo o protocolo utilizado por Varanda et al. (2016).
Comecando por uma lavagem durante trés minutos numa solucéo de alcool a 96% (v/v),
seguida de uma lavagem em hipoclorito de sddio a 3% (v/v), durante mais trés minutos,
e por fim mais uma lavagem em alcool a 70% (v/v), por mais trés minutos. Apds ter sido
desinfetado, o material vegetal foi lavado em trés copos diferentes com agua ultrapura,
ficando o material vegetal um minuto em cada copo. Esta lavagem final tem o objetivo
de remover o excesso de desinfetante que poderia ter ficado das desinfecdes anteriores
(Figura 29). No final do ciclo de lavagens as amostras foram secas com papel de filtro e

fracionadas em 5 partes (Figura 30).
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Hipoclorito
de sédio
Alcool 96% 3% ‘ Etanol 70% | | Agua Pura

—

Figura 29 - Ciclo de desinfe¢do do material vegetal.

Figura 30 - Fracionamento do material vegetal.

O material vegetal depois de ser fracionado foi colocado em placas de Petri de 90 mm
com o meio de cultura PDA (Potato dextrose agar), preparado segundo as instrugdes do
fabricante. Todas a placas foram previamente identificadas e colocadas a incubar a
temperatura 24°C, durante os dias necessarios para ocorrer 0 crescimento dos
microrganismos presentes naquela amostra.

Ap06s o crescimento dos microrganismos nas placas de Petri, procedeu-se a sua
repicagem para cultura pura para placas de Petri de 60 mm, contendo igualmente meio de
cultura de PDA (Figura 31). Estas, foram também incubadas a 24°C até ao completo
preenchimento da superficie da placa pelo microorganismo isolado, tendo sido
posteriormente agrupadas, segundo as caracteristicas morfoldgicas destes.
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Figura 31- Placa de Petri de 90 mm identificada e ap6s o crescimento de microrganismos.

3.7.1solamento de microrganismos provenientes do material edafico

Para isolar e identificar os fungos, principalmente os fitopatogénicos, presentes
nas amostras de solo recolhidas, realizou-se uma suspensao das amostras de cada um dos
solos em tinas com agua destilada, sendo a proporcdo de 2 kg de solo para 3 L de agua
(Figura 32). Para
libertarem 0s possiveis
microrganismos que
estivessem presentes nos

agregados do solo, as

Figura 32 - Amostras de material edafico em suspenso. SUSpPENsoes foram
homogeneizadas de vinte em vinte minutos, durante duas horas, com recurso a uma vareta

de vidro. Seguidamente as suspens@es de solo foram deixadas em repouso durante trinta
minutos, para que ocorresse a sedimentacdo, e a maioria das particulas de solo fossem
depositadas no fundo, ficando assim 0s possiveis microorganismos presentes em
suspensdo. Apos estes trinta minutos, e com uma pipeta Pasteur, foram retirados de cada
uma das suspensdes 4 mL de sobrenadante, que foi repartido em quatro placas de Petri de
90 mm com meio de cultura de PDA (1mL de sobrenadante por cada placa). As placas de
Petri foram deixadas a incubar a 24°C durante os dias necessarios para haver crescimento
visivel dos microrganismos.

Ap0s crescerem, 0s microrganismos obtidos foram repicados para cultura pura em

51



placas de Petri de 60 mm com meio de cultura PDA. Tal como feito com as placas do
material vegetal, também as placas de Petri de 60 mm contendo os isolados do solo foram

agrupadas segundo as caracteristicas morfologicas dos mesmos.

3.8.1solamento de microrganismos presentes na agua de rega

Para o isolamento dos microrganismos presentes na agua, as amostras recolhidas
nos locais de producéo (local A e B) foram divididas em quatro copos de centrifugacéo
para cada local, todos com 0 mesmo volume de agua e centrifugados durante 15 minutos,
a uma velocidade de 7000 rpm, utilizando a centrifuga (Sorvall LYNX 4000, Thermo
Scientific). O objetivo desta centrifugacéo foi o de fazer com que ocorresse a precipitacdo
e concentracdo de microrganismos presentes na agua, no fundo dos copos de
centrifugagdo. No final da primeira centrifugacdo o sobrenadante foi praticamente todo
descartado dos quatro copos de centrifugacéo e o resto desse sobrenadante foi misturado,
juntamente com o precipitado correspondente, em dois copos de centrifugacdo diferentes.
Esses dois copos de centrifugacdo foram novamente centrifugados, nas mesmas
condicBes da centrifugacdo anterior. No final desta segunda centrifugacdo, o contetdo
presente nos dois copos de centrifugacdo misturou-se num s6 copo de centrifugacéo, e
voltou-se a verter praticamente todo o sobrenadante. O copo de centrifugacédo contendo o
precipitado com uma pequena quantidade de agua foi agitado, para voltar a suspender o
precipitado, e foram retirados 4mL, com uma pipeta Pasteur, que foram distribuidos em
quatro placas de Petri de 90 mm diferentes (LmL por cada placa) com meio de cultura de
PDA, essas placas foram deixadas a temperatura de 24°C para incubacdo e crescimento
dos possiveis microorganismos. Tal como para as amostras de material vegetal e material
edafico, também os crescimentos de microorganismos das amostras de 4gua de rega foram
repicadas para cultura pura, em placas de Petri de 60 mm. Estas foram agrupadas segundo

as caracteristicas morfoldgicas dos isolados obtidos.

3.9.1dentificagdo molecular dos microrganismos isolados no material

vegetal, edafico e agua de rega
A partir das culturas puras obtidas do material vegetal, edafico e de rega, foram
selecionados o0s que apresentavam um aspeto semelhante a fungos, tendo sido

selecionados para identificacdo molecular. De cada um destes microrganismos procedeu-
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se a extracdo do DNA total. Para isso, uma porcao de micélio foi retirado com a ajuda de
um bisturi desinfetado (&lcool a 70% e a chama do bico de Bunsen), e colocado num
almofariz de porcelana estéril, onde foi macerado na presenca de azoto liquido (Figura
33). A amostra resultante é rapidamente guardada em microtubos de 2 mL, previamente
identificado com o nimero da amostra, e congelada a -20°C até a sua posterior utilizacdo
(Figura 34).

Figura 33 - Utilizag&o de azoto liquido para a maceragao dos microorganismos.

)=

Figura 32 - Colocacdo de um microrganismo macerado num microtubo de 2 mL.

A extracdo do DNA total das culturas foi feita segundo o método CTAB (Brometo
de hexadeciltrimetilamonio), descrito por Doyle & Doyle (1987), com algumas
alteracOes. A cerca de 100 mg de cada fungo macerado e congelado a -20°C adicionou-
se 600 puL de tampao de extracdo CTAB 2% (20 mM EDTA, 0,1 M Tris HCI pHS8,0, 1,4
M NaCl, 2% de CTAB, 4% de PVP, 0,1% de PB-mercaptoetanol adicionados
imediatamente antes da sua utilizacéo e 0,5% de Proteinase K). A suspenséo foi depois
incubada durante 90 minutos a 55°C, e misturada por inversao a cada 15 minutos. Ap6s

esta incubacgéo estar terminada, foram adicionados a cada tubo 600 pL de cloroférmio-
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alcool isoamilico (24:1) e os microtubos foram novamente agitados durante cerca de 8 a
10 min. Apo6s serem agitados, os microtubos foram centrifugados a 12000 rpm
(Centrifuga 5415R, Eppendorf) durante 10 minutos e o sobrenadante foi recuperado para
novos microtubos, tendo-se adicionado depois 2,5 volume de etanol absoluto frio (800
pL). As amostras foram suavemente homogeneizadas por inversdo € novamente
centrifugadas a 13000 rpm (Centrifuga 5415R, Eppendorf) durante 20 min. O
sobrenadante foi descartado e o ‘pellet’ lavado com 500 pL de etanol a 70% de modo a
eliminar os residuos de sais aderentes ao DNA. Seguiu-se nova centrifugacdo a 13000
rpm (Centrifuga 5415R, Eppendorf) durante 15 minutos tendo o sobrenadante sido
descartado. O ‘pellet’ resultante vai a secar a 55°C até os restos de etanol evaporarem, na
centrifuga ‘speed vacum’ (CentriVap micro IR, Labconco). Por fim, ao ‘pellet’ seco
foram adicionados 30 pL de agua ultrapura e o DNA total conservado a -20°C até a sua
posterior utilizag&o.

O DNA total obtido anteriormente foi sujeito a PCR (‘Polymerase Chain
Reaction” — Reagdo da polimerase em cadeia), para amplificacdo da regido ITS (‘Internal
Transcribed Spacer’) (Figura 35) a partir do DNA gen6émico usando os ‘primers’
universais ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CC TGC GG 3’) e ‘primer’ ITS4 (5° TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White et al., 1990).

ITS1 ITS 3
— _
5.8S
18S RNA RNA 28S RNA
e <
ITS 2 ITS 4

Figura 35 - Regido de rDNA com a localizacdo dos primers ITS1 e ITS4 (Fonte:
https://www.researchgate.net/figure/Location-of-lInternal-Transcribed-Spacer-sequence-1-
2-a-and-the-position-of-primers_figl 270564947).

Para a identificacdo dos fungos dos géneros Fusarium, utilizaram-se para além dos
‘primers’ ITS 1 e ITS4 outros que amplificavam uma regido do gene da B-tubulina T1
(5’-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3") e T22 (5°-
TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3’) ("Donnell and Cigelnik et al., 1997).

As reacdes de PCR consistiram na adigdo de 30 a 80 mg de DNA gendmico dos
fungos, 10 mM Tris-HCI (pH 8,6), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs
(Thermo), 1 uM de cada ‘primer’ e 2,5 U de Dream Taq DNA polimerase (Thermo) num

total de 50 pL de reagdo total. A amplificacdo foi feita utilizando um termociclador
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MyCycler (Bio-Rad) a 95°C durante 3 min, seguidos de 39 ciclos de 95°C durante 30 seg,
55°C durante 45 seg e 72°C durante 2 min e a extensao final a 72°C durante 10 min. Para
a amplificagdo do gene da B-tubulina, houve necessidade de ajustar a temperatura de
hibridagdo dos ‘primers’ para 60°C em vez dos 55°C (Laurence et al, 2013).

Os produtos resultantes da amplificacdo por PCR foram analisados através da
electroforese em gel de agarose a 1% em tampéao TBE (0,5X: 1,1M Tris; 900mM Borate;
25mM EDTA,; pH 8,3) com uma voltagem constante de 80V, durante aproximadamente
1 hora, como referéncia utilizou-se o marcador 1 kb DNA Ladder (Thermo).

Os produtos do PCR depois de analisados foram purificados, utilizando o kit DNA
Clean & Concentrator (Zymo Research), seguindo as instrugdes do fabricante e
seguidamente enviadas para sequenciacdo na empresa Macrogen (Holanda). Todas as
amostras foram sequenciadas em ambas as direcdes.

Os resultados da sequenciacdo foram analisados com o programa “BioEdit
Sequence Alignment Editor v.7.2.3” (Hall, 1999). A procura por sequéncias homologas
foi feita usando a base de dados “Basic Local Alignment Search Tools” (BLAST N) do
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI). Sempre que possivel as
sequéncias foram identificadas até a espécie e com um grau de semelhanca o mais

proximo possivel dos 100% (entre 0s 97% e os 100%).

3.10.  Anélise estatistica

Para a andlise estatistica foram realizadas as andlises univariada e multivariada
para detectar as diferencas significativas na abundancia total das OTUs da comunidade
endofitica em grupos de 5 amendoeiras nos locais; “A e B”, cultivares; “Lauranne Avijor
e Soleta”, sintomatologia; “sintomaticas e assintomaticas” e o6rgaos das plantas; "raiz,
tronco e folhas". As anélises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o software
PRIMER v6 (Clarke e Warwick, 2001) com o software complementar PERMANOVA
(Anderson et al., 2008). O numero total de OTUs em cada agrupamento de 5 amendoeiras
foi calculado usando o conjunto de dados dos dois locais nas trés cultivares (doentes e
ndo doentes) e nos trés tipos de 6rgdos das plantas. Uma anélise permutacional de
variancia de quatro vias (PERMANOVA) foi aplicada para testar a hipdtese de existirem
diferengas significativas no numero total de fungos endofiticos por grupos de 5

amendoeiras entre os locais e entre as trés cultivares (sintomaticas e assintomaticas) e
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entre os trés tipos de 6rgdos das plantas. A andlise PERMANOVA foi realizada seguindo
0 modelo de quatro fatores: locais; “A e B”, cultivares (2 niveis, fixos); “Lauranne Avijor
e Soleta” (2 niveis aleatérios), sintomatologia; “Sintomaticas e assintomaticas” (2 niveis
aleatdrios) e 6rgéos das plantas; "raiz, tronco e folhas" (3 niveis aleatorios). Os dados
totais foram transformados utilizando a raiz quadrada, a fim de reduzir a importancia das
réplicas altamente abundantes e, portanto, aumentar a importancia das menos abundantes
na analise de similaridade. A anadlise PERMANOVA foi conduzida em uma matriz de
similaridade de Bray-Curtis (Clarke e Green, 1988). A hipotese nula foi rejeitada a um
nivel de significancia <0,05 (se 0 numero de permutacdes fosse menor que 150, uma
permutacdo de Monte Carlo p foi usada). Sempre que foram detetadas interacGes
significativas nos efeitos dos fatores, estas foram examinadas usando comparagdes a

posteriori, usando 9999 permutacdes sob um modelo reduzido.
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4. Resultados
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4.1. Isolamento e identificacdo de isolados de fungos obtidos no
material vegetal
Neste trabalho foram recolhidas e analisadas 324 amostras obtidas de 108 arvores,
pertencentes aos locais A e B. Em cada local foram amostradas duas cultivares de
amendoeiras (Lauranne Avijor e Soleta) e em cada cultivar as amostragens foram
divididas em arvores sintométicas e ndo sintomaticas. Ainda, em cada arvore, foram
recolhidas amostradas de trés zonas diferentes (folhas, raizes e tronco). Nestas 324
amostras foram encontrados um total de 1409 fungos, destes, 99,93% foram identificados
com sucesso através da amplificacdo e sequenciacdo da regido ITS. O tamanho dos
produtos amplificados variou entre 500 a 700 pb (Figura 36). Para o caso especifico dos
fungos do genero Fusarium, foi necessario amplificar e sequenciar uma regido de cerca
de 1500 pb do gene da B-tubulina (Figura 37).

Figura 36 - Analise electroforética em gel de agarose 1% em que se observam os produtos de
amplificagdo da regido ITS, tendo-se utilizado os primers universais ITS1 e ITS4, usando DNA
extraido (1 a 14) de fungos isolados de amostras de material vegetal; - - controlo negativo; M —
marcador GeneRuler 1 Kpb DNA Ladder; resultante num produto com o tamanho esperado
entre 500 e 700 pb.
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Figura 37 - Andlise electroforética em gel de agarose 1% em que se observam os produtos
de amplificaciio de uma porg¢io do gene da B-Tubulina , usando DNA extraido (1 a 7) de
fungos isolados de amostras de material vegetal; - - controlo negativo; M — marcador
GeneRuler 1 Kpb DNA Ladder; resultante num produto com o tamanho esperado de 1500
pb.

4.2. Isolamento e identificacdo de Fusarium spp. no material edafico

No material edafico amostrado optou-se por isolar e purificar apenas fungos da
espécie Fusarium. As caracteristicas observadas foram as cores das colonias, desde o cor-
de-rosa ao roxo e a forma dos esporos que apds observacdo ao microscépio oOtico,
mostraram ser do tipo conideos, micro e macroconideos. Assim, isolou-se um total de 35
isolados de Fusarium spp., de onde se identificaram trés espécies diferentes. No local A
obtiveram-se 16 isolados, destes 14 isolados foram identificados ao nivel do género
Fusarium spp., e os outros dois islolados identificados ao nivel da espécie, uma como
Fusarium oxysporum e outra como Fusarium equiseti. No local B foram obtidos 19
isolados, 10 isolados foram identificados ao nivel do género Fusarium spp., e 0s outros 9
isolados foram identificados ao nivel da espécie; 3 como Fusarium chlamydosporum, 4

como Fusarium oxysporum e 2 como Fusarium equiseti (Figura 38).
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Figura 38 - Numero total de isolados e espécies de Fusarium presentes no material edafico
no local A e no local B.

Ao relacionar o total de isolados de Fusarium obtidos no material edafico com as
cultivares em cada local verificou-se que: No local A, no solo da cultivar Lauranne foram
encontrados 8 isolados de Fusarium, sendo que 7 foram identificados ao nivel do genero
e somente 1 isolado ao nivel da espécie, como Fusarium oxysporum. No solo da cultivar
Soleta encontraram-se 8 isolados de Fusarium, destes, 7 foram identificados ao nivel do
género e somente 1 isolado ao nivel da espécie, como Fusarium equiseti (Figura 39). No
local B, no solo da cultivar Lauranne encontraram-se 11 isolados de Fusarium, sendo que
7 isolados foram identificados ao nivel do género, 2 como pertencentes a espécie
Fusarium chlamydosporum e 2 de Fusarium oxysporum. No solo da cultivar Soleta
encontraram-se 8 isolados de Fusarium, sendo que destes, 3 foram identificados ao nivel
do género, 1 pertencente a espécie Fusarium chlamydosporum, 2 a espécie Fusarium

oxysporum e 2 a espécie Fusarium equiseti (Figura 40).
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Fusarium spp. Fusarium oxysporum Fusarium equiseti

M lauranne M Soleta

Figura 39 - Numero de isolados e espécies de Fusarium obtidos, por cultivar, presentes no
material edafico no local A.
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Figura 40 - Namero de isolados e espécies de Fusarium obtidos por cultivar, presentes no
material edafico no local B.

Ao relacionar os isolados de Fusarium obtidos no material edafico com facto das
plantas estarem sintomaticas ou assintomaticas em cada local e cultivar, observou-se que:
No local A, a cultivar Lauranne, apresentou 2 isolados de Fusarium no solo de plantas
sintomaticas, que foram so identificados ao nivel do género. Seis isolados de Fusarium
no solo onde se encontravam as plantas assintomaticas, destes, 5 isolados foram
identificados também ao nivel do género e 1 pertencente a espécie Fusarium oxysporum
(Figura 41). Ainda no local A, mas na cultivar Soleta, foram encontrados 4 isolados de
Fusarium, obtidos no solo de plantas sintomaéticas, e todos identificados até ao nivel do
género (Figura 41). No solo das plantas assintomaticas da cultivar Soleta, foram
encontrados 4 isolados de Fusarium, sendo que 3 foram identificados ao nivel do género

e 1 identificado como pertencente & espécie Fusarium equiseti (Figura 41).

-

Fusarium spp. Fusarium oxysporum Fusarium equiseti

W Lauranne Doente Lauranne Ndo Doente M Soleta Doente Soleta Ndo Doente

Figura 41 - Nimero de isolados e espécies de Fusarium, por cultivar sintomatica e nao
sintomédtica, presentes no material edafico no local A.
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No local B, o solo da cultivar Lauranne sintomatica, apresentou 8 isolados de
Fusarium, destes, 5 foram identificados ao nivel do género, 2 identificados com
pertencentes a espécie Fusarium chlamydosporum e 1 como sendo da espécie Fusarium
oxysporum (Figura 42). O solo da cultivar Lauranne com plantas assintomaticas
apresentou 3 isolados de Fusarium, sendo que 2 forma identificados ao nivel do género
Fusarium e 1 foi identificado como pertencendo a espécie Fusarium oxysporum (Figura
42). Ja o solo da cultivar Soleta sintomatica apresentou 1 isolado de Fusarium que foi
identificado como pertencendo a espécie Fusarium oxysporum. O solo da cultivar Soleta
assintomatica apresentou 7 isolados de Fusarium, sendo que 5 foram identificados ao
nivel do género, 1 identificado com pertencendo a espécie Fusarium chlamydosporum, 1

como Fusarium oxysporum e 2 como Fusarium equiseti (Figura 42).

| l I
Fusarium spp. Fusarium chlamydosporum Fusarium oxysporum Fusarium equiseti

M Lauranne Doente Lauranne Ndo Doente B Soleta Doente Soleta N3o Doente

Figura 42 - Numero de isolados e espécies de Fusarium, por cultivar sintomatica e ndo
sintomatica, presentes no material edafico no local B.

Dos resultados obtidos podemos verificar que a espécie mais prevalente nos solos

analisados foi o Fusarium oxysporum (Quadro 7).
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Quadro 7 - Identificacéo dos isolados de Fusarium por local (A e B), por cultivar (Lauranne
e Soleta) e por sintomatologia (Sintomaticas e assintomaticas).

Locais | Variedade |Sintomatologia| Ildentificacdo da espécie

Sintomética Fusarium spp.

Lauranne . " Fusarium spp.
Assintomatica PP
Sintomatica Fusarium spp.

Soleta Fusarium spp.

Assintomética - —
Fusarium equiseti

Fusarium spp.
Sintomética | Fusarium chlamydosporum

Lauranne

Fusarium spp.

Assintomatica

Sintomatica

Fusarium spp.

Soleta . . Fusarium chlamydosporum
Assintomatica

Fusarium equiseti

4.3. Isolamento e identificacdo de Fusarium spp. na agua de rega
Tal como para o material edafico, também para a &gua de rega se optou por isolar
e identificar apenas os fungos isolados com caracteristicas do género Fusarium. No local
A, foram identificados 3 isolados de Fusarium sendo que 1 foi identificado ao nivel do
género, 1 identificado como pertencendo a espécie Fusarium verticillioides e 1 como
Fusarium oxysporum. No local B, foram identificados 2 isolados de Fusarium sendo que
1 foi identificado ao nivel do género e 1 identificado como pertencendo a espécie

Fusarium chlamydosporum (Quadro 8) e (Figura 43).

Quadro 8 - Auséncia (0) e presenga (1) dos diferentes isolados de Fusarium na agua
utilizada para a rega nos locais A e B.

Identificagdo dos isolados _

Fusarium spp.

Fusarium verticillioides
Fusarium chlamydosporum
Fusarium oxysporum

ROk |+
O |O|F
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Fusarium spp. Fusarium verticillioides Fusarium Fusarium oxysporum
chlamydosporum

B localA ElocalB

Figura 43 - Auséncia (0) e presenca (1) das diferentes espécies de Fusarium na agua
utilizada para a rega das plantas do local A e do local B.

4.4. Diversidade de fungos endofiticos encontrada nas plantas

De forma geral, os 1409 isolados de fungos foram identificados como pertencendo
a 42 OTU’s representando 27 géneros. A maioria dos isolados pertencem a Diviséo
Ascomycota (90,48%), que estd representada por cinco classes, com a classe
Sordariomycetes a ser a mais representada (44,74%), seguida das classes
Dothideomycetes (36,48%), Eurotiomycetes (13,16%), e for fim as classes Leotiomycetes
e Ascomycetes (ambas com 2,63%). As restantes Divisdes estdo representados apenas por
uma OTU cada. A Divisdo Zygomycota (2,38%) esta representada pela classe
Zygomycetes. Por sua vez, a Divisdo Mucoromycota (2,38%) e a Divisdo Basidiomycota
(2,38%) estdo representadas pelas classes Umbelopsidomycetes e Agaricomycetes,
respetivamente. Houve ainda um fungo que nédo foi identificado (2,38%). Os isolados
obtidos distribuem-se essencialmente por nove generos (Figuras 44, 45 e 46): Alternaria
(24,91%), Fusarium (18,67%), Cladosporium (11,76%), Epicoccum (10,93%),
Penicillium (9,98%), Rhizopus (6,32%), Purpureocillium (3,41%), Botrytis (2,56%) e
Aureobasidium (2,53%), juntos compreendem um total de 91,07% da totalidade de fungos
isolados. Quanto as espécies encontradas foram cinco, o que representa 56,23%; sendo,
Alternaria spp. (14,45%), Cladosporium cladosporioides (11,62%), Epicoccum nigrum
(10,93%), Penicillium spp. (9,91%) Fusarium spp. (9,32%).
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Figura 44 - lsolados encontrados no material vegetal e obtidos em cultura pura; A -
Epicoccum; B - Trichoderma; C - Trichothecium; D - Purpureocillium; E - Fusarium; F -
Alternaria; G - Curvularia; H - Aspergillus; I — Aureobasidium; J — Botrytis; L -
Cladosporium; M - Penicillium
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Figura 45 - Isolados encontrados no material vegetal e obtidos em cultura pura; A - Phoma,;
B - Rhizopus; C - Boeremia; D - Bjerkandera; E - Truncatella; F - Talaromyces; G -
Preussia; H - Byssochamys; | — Pseudogymnoascus; J — Diaporthe; L — Macrophomina; M
- Umbelopsis.

Figura 46 - Isolados encontrados no material vegetal e obtidos em cultura pura; A -
llyonectria; B - Chaetomium; C — N&o identificado.
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Apos a obtengdo das culturas puras, foi extraido o DNA total dos isolados obtidos

e procedeu-se a identificacdo molecular de cada um desses isolados de modo a ser

possivel conhecer quais as espécies que se encontravam associadas as sintomatologias

apresentadas nas plantas e também as espécies endofiticas presentes.

Deste modo, dos 1409 fungos encontrados, encontram-se 67 que apresentavam

caracteristicas morfoldgicas diferentes entre si (Quadro 9), 42 OTU’s correspondendo a

47 fungos diferentes foram isolados no local A e 20 no local B.

Quadro 9 - Diversidade de fungos identificados apés a analise BLAST N das sequéncias

nucledticas e nimero total de isolados de fungos por érgao vegetativo.

Cultivar

Locais

Sintomatologia

Orgao
Vegetativo

Identificacdo dos fungos

N2 total de
fungos por
orgdo
vegetativo

Sintomatica

Folhas

Epicoccum nigrum

Bjerkandera adusta

Curvularia spicifera

Alternaria alternata

Alternaria spp.

Rhizopus

Preussia africana

Raiz

Fusarium oxysporum

Penicillium spp.

Fusarium spp.

Macrophomina phaseolina

Tronco

Epicoccum nigrum

Curvularia spicifera

Lauranne

Assintomatica

Folhas

Talaromyces amestolkiae

Alternaria alternata

Purpureocillium lilacinum

Epicoccum nigrum

Alternaria spp.

Raiz

Fusarium oxysporum

Fusarium spp.

Fusarium equiseti

Diaporthe endophytica

Epicoccum nigrum

Tronco

Chaetomium aureum

Epicoccum nigrum

Fusarium oxysporum

Alternaria spp.
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Folhas X
Fusarium oxysporum
Sintomatica Raiz - —
Fusarium spp.
Tronco Fusarium oxysporum
Folhas X
Truncatella angustata
Fusarium chlamydosporum
Aspergillus europaeus
Soleta . Pe’g - D
Raiz Fusarium spp.
L. Fusarium oxysporum
Assintomatica - zr -
Diaporthe leucospermi
Fusarium equiseti
Boeremia exigua
Epicoccum nigrum
Tronco P - g
Fusarium spp.
TOTAL
Phoma
Preussia africana
Folhas Fusarium avenaceum
Fusarium flocciferum
Preussia spp.
Sintomatica . PP
Penicillium spp.
Fusarium chlamydosporum
Lauranne Raiz .y p
Illyonectria spp.
N3o indentificado
Tronco
Folhas
Macrophomina phaseolina
Assintomatica Raiz P - .p
Botrytis cinerea
Tronco Alternaria alternata
Folhas Epicoccum nigrum
Sintomatica Raiz Byssochlamys spectabilis
Tronco Rhizopus
Soleta Pseudogymnoascus pannorum
Folhas g)./ - p
. L. Epicoccum nigrum
Assintomatica " —
Raiz Umbelopsis vinacea
Tronco X

TOTAL

Na Figura 47, pode observar-se que de todos os isolados analisados o que foi mais
comumente encontrado foi o Epicoccum nigrum, com 8 isolados, estando presente nos
dois locais e nas plantas sintomaticas e assintomaticas. Para além deste também se
encontrou frequentemente fungos do género Fusarium, 17 isolados, em que 5 deles foram
identificados como sendo Fusarium oxysporum.
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Umbelopsis vinacea
Pseudogymnoascus pannorum

Byssochlamys spectabilis

Botrytis cinerea

Diaporthe viculina
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Cladosporium ramotenellum

Alternaria spp.
Alternaria tenuissima

Cladosporium
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Figura 47 - Namero de isolados de cada espécie ap6s o BLAST.

Quando se analisou a diversidade endofitica encontrada em cada um dos locais,
verificou-se que, no local A foram encontrados 718 fungos na totalidade, o que
corresponde a um total de 32 OTU’s (76,19% das 42 OTU’s encontradas). A maioria dos
isolados correspondem a Divisdo Ascomycota (93,75%), que estd aqui dividida em quatro
classes, sendo a classe Sordariomycetes aquela que aparece mais representada (46,67%),
seguida das classes Dothideomycetes (40%), Eurotiomycetes (10%), e for fim a classe
Leotiomycetes (3,33%). As restantes Divisdes estdo representados por uma OTU cada um
e estdo repartidos da seguinte forma: Zygomycota (3,13%) e Basidiomycota (3,13%), as
classes em estdo inseridos os fungos encontrados sdo a classe Zygomycetes e a classe
Agaricomycetes, respetivamente. Agrupando os fungos obtidos por géneros, verificou-se
gue estes se agrupam essencialmente em nove géneros diferentes que sdo 0s seguintes
(Figuras 44, 45 e 46): Alternaria (20,47%), Fusarium (19,36%), Epicoccum (12,16%),
Cladosporium (12,16%), Penicillium (7,06%), Rhizopus (7,01%), Purpureocillium
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(5,20%), Aureobasidium (3,25%) e Curvularia (3,20%), fazendo um total de 89,87% da
totalidade dos fungos isolados. Apos a utilizacdo do protocolo para identificagdo das
espécies, as mais encontradas foram as seguintes: Epicoccum nigrum (12,16%),
Alternaria spp. (12,02%), Fusarium spp. (11,98%), Cladosporium cladosporioides
(11,88%) e Penicillium spp. (7,06%), que juntos fazem um total de 55,10% do total das
espécies isoladas no local A.

No local B foram encontrados um total de 691 fungos, o que corresponde a um
total de 27 OTU’s (64,29% do total de OTU’s encontradas em todo o estudo). A maioria
dos fungos isolados correspondem a Divisdo Ascomycota (88,89%), que esté representado
por cinco classes, as classes Sordariomycetes e Dothideomycetes a serem as classes mais
representadas (41,67%), Eurotiomycetes (8,33%), e for fim as classes Leotiomycetes e
Ascomycetes (ambas com 4,17%). As restantes Divisdes estdo representados por uma
OTU cada uma. A Divisdo Zygomycota (3,70%) esta representada pela classe
Zygomycetes, a Divisdo Mucoromycota (3,70%) estd representada pela classe
Umbelopsidomycetes. Houve ainda um fungo que nao foi identificado (3,70%), como tal
ndo foi possivel chegar a sua classificacdo taxondmica. De todos os isolados, 0s setes
géneros mais representados foram: Alternaria (29,52%), Fusarium (17,95%), Penicillium
(13,02%), Cladosporium (11,34%), Epicoccum (9,65%), Rhizopus (5,60%) e Diaporthe
(3,28%), correspondendo a 90,36% do total de géneros encontrados. As cinco espéecies
mais encontradas no local B foram: Alternaria spp. (16,98%), Penicillium spp. (12,88%),
Alternaria alternata (12,40%), Cladosporium cladosporioides (11,34%) e Epicoccum
nigrum (9,65%), juntos fazem um total de 63,25% do total das espécies isoladas, no local
B.

4.5. Andlise da abundéancia de fungos endofiticos encontrada nas
plantas
No local A, a média das abundancias dos fungos + o erro padréo foi de 20.0 + 0.78
(Figura 48). Na cultivar Lauranne Avijor a media das abundancias dos fungos endofiticos
* 0 erro padrdo foi, de 22.06 + 0.73, e na cultivar Soleta foi de 17.83 + 1.21. A analise
PERMANOVA ndo revelou diferencas significativas entre as cultivares Lauranne Avijor
e Soleta (p > 0.05).
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Figura 48 - Média de abundancia de fungos encontrados nas plantas do local A e respetivo
erro padrao.

Nas plantas sintomaticas da cultivar Lauranne Avijor a média da abundancia de
fungos endofiticos + o erro padrao foi de 23.22 + 0.71 e nas plantas assintomaticas foi de
20.89 £ 0.67. A analise PERMANOVA né&o revelou diferencas significativas (p > 0.05)
para a abundancia de fungos endofiticos entre as plantas sintométicas e ndo
assintomaticas da cultivar Lauranne Avijor. Nas plantas sintomaticas da cultivar Soleta a
média da abundancia de fungos endofiticos + o erro foi de 17.18 + 0.83 e nas plantas
assintomaticas de 17.89 + 1.56. A analises PERMANOVA nao revelou diferencas
significativas (p > 0.05) para a abundancia de fungos endofiticos entre as plantas
sintomaticas e assintomaticas da cultivar Soleta.

Nos Orgdos vegetativos das plantas sintomaticas da cultivar Lauranne Avijor a
média da abundancia de fungos endofiticos + o erro padrao foram nas folhas de 25.67 +
1.45 nas raizes de 22.33 + 2.03 e nos troncos de 21.5 + 1.20. As comparacdes individuais
emparelhadas da analise PERMANOVA revelaram diferencas significativas para a
abundancia de fungos endofiticos nos 6rgdos vegetativos das plantas sintomaticas entre
as folhas e as raizes (p < 0.0057), entre as folhas e os troncos (p < 0.002), e entre as raizes
e os troncos (p < 0.0458). Nos orgdos vegetativos das plantas assintomaticas a média da
abundancia de fungos endofiticos + o erro padrdo foram nas folhas de 19 + 0.58, nas

raizes de 22.33 = 0.88 e nos troncos de 21.33 = 2.60. As comparacOes individuais
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emparelhadas da analise PERMANOVA ndo revelaram diferencas significativas (p >
0.05) para a abundéancia de fungos endofiticos entre nenhum dos érgéos vegetativos das
plantas ndo doentes.

Nos oOrgdos vegetativos das plantas sintomaticas da cultivar Soleta, a média da
abundéancia de fungos endofiticos + o erro padrdo foram nas folhas de 13.89 * 0.55, nas
raizes de 18.89 + 1.47 e nos troncos de 20.56 = 1.47. As comparagdes individuais
emparelhadas da andlise PERMANOVA néo revelaram diferencas significativas (p >
0.05) para a abundancia de fungos endofiticos entre nenhum dos 6rgaos vegetativos das
plantas sintomaticas. Nos 0rgdos vegetativos das plantas assintomaticas da cultivar Soleta
a média da abundéncia de fungos endofiticos + o erro padrdo foram nas folhas de 11 +
1.15, nas raizes de 23.67 + 3.38 e nos troncos de 19 + 2.08. As comparac¢6es individuais
emparelhadas da anadlise PERMANOVA revelaram diferencas significativas para a
abundancia de fungos endofiticos nos 6rgéos vegetativos das plantas assintomaticas entre
as folhas e as raizes (p < 0.0097), entre as folhas e os troncos (p < 0.0064), e entre as
raizes e os troncos (p < 0.0242).

No local B, a média de abundancia de fungos + o erro padréo foi de 19.5 + 0.95
no local B (Figura 49). Na cultivar Lauranne Avijor a média da abundéancia de fungos
endofiticos + o erro padrdo foi de 18.33 £ 1.45, e na cultivar Soleta foi de 20.05 + 1.23.
A andlise PERMANOVA ndo revelou diferengas significativas entre as cultivares

Lauranne Avijor e Soleta (p > 0.05).
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Figura 49 - Média de abundéncia de fungos encontrados nas plantas do local B e respetivo
erro padréo.
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Nas plantas sintomaticas da cultivar Lauranne Avijor a média da abundéancia de
fungos endofiticos + o erro padréo foi de 21.11 + 1.48 e nas plantas assintomaticas de
15.56 + 1.15. A analise PERMANOVA néo revelou diferencas significativas (p > 0.05)
para a abundancia de fungos endofiticos entre as plantas sintomaticas e assintomaticas da
cultivar Lauranne Avijor. Nas plantas sintomaticas da cultivar Soleta a média da
abundancia de fungos endofiticos + o erro padrdo foi de 21.67 + 1.32 e nas plantas
assintomaticas foi de 18.44 £+ 1.07. A analise PERMANOVA néo revelou diferencas
significativas (p > 0.05) para a abundancia de fungos endofiticos entre as plantas
sintomaticas da cultivar Soleta.

Nos 6rgdos vegetativos das plantas sintomaticas da cultivar Lauranne Avijor a
média da abundancia de fungos endofiticos + o erro padrdo foram nas folhas de 19 + 0.58,
nas raizes de 27 + 4.16 e nos troncos de 17.33 + 2.84. As comparacOes individuais
emparelhadas da analiss PERMANOVA revelaram diferencas significativas para a
abundancia de fungos endofiticos nos 6rgdos vegetativos das plantas sintomaticas entre
as folhas e as raizes (p < 0.0481), entre as folhas e os troncos (p < 0.0324), e entre as
raizes e os troncos (p < 0.0338). E nas plantas assintomaticas a média da abundéncia de
fungos endofiticos + o erro padrdao foram nas folhas de 10.33 + 1.67, nas raizes de 20 +
1.73 e nos troncos de 16.33 + 1.45. As comparacdes individuais emparelhadas da analise
PERMANOVA revelaram diferengas significativas para a abundéncia de fungos
endofiticos nos 6rgdos vegetativos das plantas assintomaticas entre as folhas e as raizes
(p < 0.0267), entre as folhas e os troncos (p < 0.0479), e entre as raizes e 0s troncos (p <
0.0053).

Nos 0rgdos vegetativos das plantas sintomaticas da cultivar Soleta, a média da
abundancia de fungos endofiticos * o erro padrdo foram nas folhas de 16.11 + 2.00, nas
raizes de 23.33 + 2.89 e nos troncos de 25.56 + 2.42. As compara¢des individuais
emparelhadas da analiss PERMANOVA revelaram diferencas significativas para a
abundancia de fungos endofiticos nos drgdos vegetativos das plantas sintomaticas entre
as folhas e as raizes (p < 0.0632), entre as folhas e os troncos (p < 0.0428), e nenhuma
diferenga foi encontrada entre as raizes e os troncos (p > 0.2438). E nas plantas
assintomaticas a média da abundéancia de fungos endofiticos + o erro padréo foram nas
folhas de 13 + 1.53, nas raizes de 21.33 + 1.33 e nos troncos de 21 £ 1. As comparacoes

individuais emparelhadas da analise PERMANOVA revelaram diferencas significativas
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para a abundancia de fungos endofiticos nos Orgdos vegetativos das plantas
assintomaticas entre as folhas e as raizes (p < 0.0115), entre as folhas e os troncos (p <

0.0253), e entre as raizes e os troncos (p < 0.023).
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5. Discussao de Resultados
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No ano de 2017 amendoeiras das cultivares Lauranne Avijor e a Soleta, instaladas
num modo de exploracgdo super-intensivo, comegaram a apresentar evidentes sintomas de
stress hidrico e a presenca de gomoses nos troncos, sintomatologia esta normalmente as-
sociada a um bloqueio dos feixes vasculares por fungos fitopatogénicos (Damm et al.,
2007; Gramaje et al., 2012). Este processo criou uma oportunidade Gnica de investigar
quais os principais fungos fitopatogénicos associados a sintomatologia apresentada nas
jovens plantas de amendoeira. Paralelamente foram também analisadas plantas assinto-
maticas das mesmas cultivares localizadas nas mesmas parcelas, com o objetivo de com-
parar 0s microorganismos isolados e compreender se as plantas assintomaticas apresen-
tariam algum tipo de bioprotecdo que pudesse ser originada por fungos antagonistas dos
fungos fitopatogénicos. Estes bioantagonistas funcionam impedindo a proliferacdo dos
microorganismos nocivos por competicao pelos locais de colonizacao, por nutrientes ou
produzindo compostos toxicos, que impedem a invasdo da planta e a manifestacdo de
sintomas (Pimenta et al., 2012). Para além das plantas também foram analisados os solos
e a dgua utilizada para a rega das plantas, para se poder perceber a possivel origem dos
microorganismos encontrados.

Das diferentes partes das plantas amostradas, raizes, troncos e folhas, foram iso-
lados 1409 organismos com caracteristicas morfoldgicas semelhantes a fungos, ou seja,
com micélio pulverulento ou algodonoso. Aos morfologicamente diferentes fez a extra-
cdo do DNA gendmico e se procedeu a amplificacdo da regido ITS, tendo-se obtido em
todos os isolados o produto de amplificacdo esperado de 500 a 700 pb, tipico de fungos,
exceto num dos isolados em que ndo houve amplificacdo. Este facto pode ter sido devido
a degradacdo do DNA ou a ndo hibridacdo dos ‘primers’ por falta de especificidade, o
que implicaria tratar-se de outro organismo, por exemplo de uma levedura. Apos a se-
quenciacao da regido ITS, verificou-se que 18,67% dos fungos isolados pertenciam ao
género Fusarium. Os fungos deste género tém uma elevada homologia na regido ITS, ndo
se conseguindo identificar a espécie apenas com base nesta regido. Assim, optou-se por
amplificar uma porgéo do gene da p-tubulina, com cerca de 1500 pb. Esta regido do DNA
gendmico dos fungos apresenta elevada especificidade por organismo podendo assim per-
mitir conhecer a/as espécie/s presentes nas amendoeiras testadas. Varias especies do ge-
nero Fusarium estdo associadas a doencas radiculares e/ou vasculares da maioria das

plantas, das quais as prunoideas ndo sdo excecao, estes fungos boqueiam os vasos do
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xilema impedindo a passagem de agua e de nutrientes para a parte aérea das plantas infe-
tadas (Marek et al., 2013; Urbez-Torres et al., 2016). Assim, as amostras de solo foram
testadas apenas para avaliacdo dos fungos habitantes de solo nelas presentes, tendo-se
encontrado, no local A as seguintes espécies pertencentes ao género Fusarium: F. oxyspo-
rum, F. equiseti e F. chlamydosporum. Houve, no entanto, alguns isolados de Fusarium
em que ndo se conseguiu chegar a identificacdo da espécie, revelando-se nestes casos a
amplificagdo da regido ITS e do gene da B-tubulina insuficientes em especificidade para
caracterizar estes microrganismos (Raja et al., 2017).

Na &gua de rega estes agentes patogénicos também foram encontrados, no entanto,
as espécies identificadas foram F. verticillioides e F. chlamydosporum, ndo se tendo
detetado a presenca de F. equiseti. A presenca destes fungos patogénicos quer na dgua de
rega, quer no solo pode ter originado a sua presenca nas plantas, uma vez que estas
espécies foram encontradas nos tecidos vegetais, principalmente naraiz e em alguns casos
ja a colonizar o tronco, como foi o caso de plantas de ambas as cultivares, sintomaticas e
assintomaticas do local A.

No local B, apesar destes fungos estarem presentes no solo, ndo se verificou a sua
presenca na cultivar Soleta. O facto de ndo terem sido detetados estes fungos nos tecidos
vegetais pode estar relacionado com; a sua ndo detecdo por se encontrarem em baixa
concentracédo, ou porgue nestes tecidos, principalmente na raiz, detetou-se a presenca de
outros fungos com grande capacidade de antagonismo biol6gico, como é o caso de
Byssochlamys spectabilis (Rodrigo et al., 2017) e Epicoccum nigrum (Madrigal et al.,
1991; Moreira et al., 2008). Na cultivar Lauranne Avijor apenas foi identificado o F.
chlamidosporum nos tecidos da raiz de plantas sintomaticas. Para além desta espécie que
se encontrava presente no solo foram ainda detetadas nas folhas as espécies F.
avenaceum, que foi descrita como causadora da morte de amendoeiras, cujo a doenca
apresenta sintomas como; necroses nas raizes e ramos, descoloracdo dos feixes do floema
e dessecacdo (Chehri et al., 2010) e a espécie F. flocciferum, que foi descrita como
provocando sintomas de podridao radicular e declinio da arvore em lenhosas perenes por
Miao et al. (2015).

No local A, na cultivar Lauranne Avijor foi identificado o Fusarium oxysporum,
no entanto esta espécie de fungo também foi encontrada em tecidos de raiz e de tronco de

plantas que ndo apresentavam qualquer sintomatologia de doenca. O facto de um fungo
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da mesma espécie estar a colonizar plantas sintométicas e assintométicas pode ser
justificado de duas formas; 1) ou estamos em presenca de duas estirpes diferentes da
mesma espécie, uma com caracteristicas patogénicas, no caso da presente nas plantas
infetadas, e de uma estirpe da mesma espécie sem caracteristicas de patogenicidade, a
presente nas plantas assintomaticas, uma vez que, segundo Validov et al. (2011) ambas
as estirpes sao capazes de colonizar as raizes das plantas; 2) ou estamos perante uma
associacdo de fungos que em consércio ou separadamente tém uma acdo antagonista e
impedem a manifestacdo de patogenicidade por parte da estirpe que Se encontra a
colonizar plantas assintomaticas (Thakkar e Saraf, 2015). Para além desta espécie que se
encontrava presente no solo foram ainda detetadas nas folhas as espécies F. avenaceum,
que foi descrito como causador de necroses nas raizes e ramos, descoloracdo dos feixes
do floema e dessecacdo e morte de amendoeiras (Chehri et al., 2010) e F. flocciferum,
que foi referido como provocando sintomas de podridao radicular e declinio da arvore em
lenhosas perenes por Miao et al. (2015).

Para além dos fungos patogénicos do género Fusarium, os tecidos vegetais
testados das plantas do local A encontravam-se claramente mais colonizados por fungos
do que os do local B. No local A, observou-se que tanto a quantidade como a diversidade
de fungos, 718 isolados pertencentes a 47 espécies diferentes, era maior que a encontrada
no local B, 691 isolados pertencentes a 20 espécies diferentes. Tendo em conta que as
plantas instaladas num e noutro local tinham a mesma idade e tiveram origem no mesmo
viveiro em que sdo utilizadas as mesmas plantas mde, 0s mesmos porta-enxertos e
provavelmente também o mesmo substrato, pode-se sugerir que a diversidade de
microrganismos presentes pode ter origem no solo em que foram instaladas. Os solos das
duas parcelas nao diferem muito em termos da sua constitui¢cdo, uma vez que ambos séo
Pgm, no entanto o solo do local B esta em fase delgada, o que indica um solo com uma
profundidade baixa no total dos seus horizontes (Cardoso 1965), tendo uma espessura
mais fina e, portanto, uma menor camada aravel que os solos do local A.

Os fungos isolados das plantas de ambas as parcelas foram agrupados por géneros,
tendo-se verificado que 0s géneros que apareciam em maior percentagem nas plantas de
cada local eram exatamente 0s mesmos embora com percentagens ligeiramente
diferentes, esses generos foram; Alternaria, Fusarium, Epicoccum, Cladosporium,

Penicillium e Rhizopus. Sabe-se que existe uma elevada especificidade entre a planta

78



hospedeira e o microbioma, patogenico ou saprofita, que a coloniza, esta relagdo
hospedeiro/fungo € modulada por duas vias; uma que esta relacionada com as proteinas
secretadas pelos fungos e que sdo reconhecidas pelo hospedeiro, e outra via, que esta
relacionada com a expressao génica tipica da planta hospedeira (Aguilar-Trigueros e
Rillig, 2016; Borah et al., 2018).

A detecdo do fungo fitopatogénico Macrophomina faseolina, tanto em raizes de
plantas sintomaticas da cultivar Lauranne Avijor, no local A como em raizes
assintomaticas da mesma cultivar no local B, pode sugerir que este fungo poderia
encontrar-se no substrato dessa cultivar ou no solo onde foram instaladas essas plantas.
Este fungo pertencente a familia Botryosphaeriaceae é um importante fungo
fitopatogeénico presente no solo e com uma larga gama de hospedeiros. Este fungo comeca
por colonizar as raizes das plantas que infeta, estendendo-se posteriormente ao caule e
causando doencas do lenho numa grande variedade de plantas, sendo uma das
sintomatologias descritas a presenca de gomoses (Sarr et al., 2014). A presenca deste
fungo pode estar relacionada com alguns dos sintomas detetados nas plantas doentes, pois
ele causa bloqueio da passagem de dgua e nutrientes e consequentes sintomas de cloroses
e murchiddo das folhas das plantas afetadas. A ndo existéncia de sintomas visiveis nas
plantas da mesma cultivar em que o fungo também estava presente pode ter a ver com a
quantidade de inéculo presente ser menor, o fungo ainda estar pouco desenvolvido na
planta hospedeira ou 0 microbioma dessa planta a estar a proteger.

A identificacdo de trés espécies do género Alternaria, como A. alternata, A.
infectoria, A. tenuissima nos tecidos vegetais, veio confirmar que as mesmas espéecies
podem ter caracteristicas de patogénico ou saprofita consoante o estado sanitario em que
a planta hospedeira se encontra (Bart, 2003). Até a0 momento, ndo sdo conhecidas
referéncias que atribuam a Alternaria spp. sintomatologia sugestiva de doenca em
amendoeira. No entanto, com este trabalho, pode-se afirmar que se isolou Alternaria spp.
de folhas de plantas que apresentavam sintomatologia idéntica a causada por Alternaria
alternata em folhas de pessegueiro (Inoue e Nasu, 2000).

Pela anélise estatistica efetuada a cada uma das cultivares em estudo, e em cada
um dos locais, A e B, relativamente a abundancia de fungos isolados de plantas
sintomaticas e assintomaticas, ndo se observaram diferencas significativas, o que pode

significar que as plantas sintomaticas poderdo apresentar, apesar de um idéntico nimero
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de fungos, uma maior quantidade de inoculo do fungo causador da sintomatologia
observada no campo que as assintomaticas. Esta carga de indculo € preponderante para a
manifestacdo de sintomas e expressdo das doencas em plantas. Na verdade, sabe-se que
o intervalo de tempo entre a infecdo e o aparecimento dos sintomas visiveis nas plantas
pode estar dependente de varios fatores tais como; condi¢des ambientais, estado da planta
e progresso da producéo de inoculo por parte do agente patogénico (APS 2018).

As diferencas relativamente a abundéncia de fungos endofiticos obtidos dos
diferentes Orgdos vegetativos, da cultivar Lauranne Avijor sintomatica, no local A,
revelaram-se significativas entre o nimero de fungos obtidos nas raizes, troncos e folhas,
mostrando-se nestas Ultimas bastante maior que nas raizes e troncos. Isto vem corroborar
a sintomatologia observada no campo, em que a parte aérea destas plantas se encontravam
completamente morta. Estes tecidos mortos sdo muitas vezes colonizados por fungos
saproéfitas que existem no meio ambiente, indo assim aumentar o nimero de isolados
presentes no material testado. Para além disto, sabe-se que as plantas quando infetadas
expressam uma reducdo das suas defesas quimicas nas folhas para se auto-protegerem do
ataque dos agentes patogénicos, permitindo a entrada de saproéfitas (Gonzalez-Teuber et
al., 2014). As plantas assintomaticas da mesma cultivar ndo apresentaram diferencas
significativas entre o nimero de isolados dos diferentes 6rgdos vegetais, mostrando as
folhas como tendo menor incidéncia de fungos endofiticos, o que se justifica pelo estado
ainda verde e aparentemente saudavel da parte aérea. No local A, as amendoeiras da
cultivar Soleta com sintomas de doenca ndo apresentaram diferencas significativas entre
a abundancia de fungos isolados dos varios 6rgdos vegetais testados, 0 que € indicativo
da igual dispersdo homogenia de fungos e, portanto, o aparecimento de sintomas
associados a sua presenca. As plantas assintomaticas, apresentaram diferencas
significativas na abundancia de fungos entre as raizes, troncos e folhas, sendo que as
primeiras com um namero maior de fungos que a parte aérea. Os valores obtidos podem
significar que as plantas assintomaticas, a curto prazo, poderdo mostrar sintomas de
doenca, devido a quantidade de fungos que se encontra ja presente no seu sistema
radicular. Este sistema, como ja foi referido, é a zona de entrada de muitos fungos do
solo, que apos se instalarem nas raizes, comecam a desenvolver-se e a colonizar a parte
aérea da planta.

As plantas sintomaticas e assintomaticas do local B, tanto da cultivar Lauranne
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Avijor como da cultivar Soleta, quando analisadas estatisticamente em termos de
abundancia de fungos endofiticos nos seus varios 6rgdos, mostraram diferencas
significativas entre a colonizacdo das diferentes partes vegetativas testadas. No caso da
cultivar Lauranne Avijor sintomaticas e assintomaticas a colonizacdo das raizes foi
sempre superior a apresentada na parte aérea, sendo que as plantas sintomaéticas
apresentavam uma maior quantidade de isolados por 6rgédo vegetal. As plantas da cultivar
Soleta sintomaticas, mostraram um valor ligeiramente superior de fungos endofiticos
isolados do tronco em comparacdo com as raizes, e ambos superiores aos valores
encontrados para as folhas. Nas plantas assintométicas desta cultivar os valores de
colonizagdo sdo aproximados nas raizes e no tronco, mas superiores as das folhas.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Aguilar-Trigueros e Rillig
(2016), que referem que cada planta responde diferencialmente a infecdo, resultando em

diferentes padrdes da comunidade microbiota apresentada nos seus tecidos.
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6. Conclusao e Perspetivas Futuras
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Com o presente trabalho, verificou-se que existia um problema fitossanitéario
grave nas jovens plantas de amendoeira, pois foram identificados varios fungos fitopato-
génicos nos diferentes orgaos testados, raizes, troncos e folhas. Esses agentes causadores
de doenca, agruparam-se sobretudo nos géneros Fusarium e Alternaria. Dentro do género
Fusarium as espécies mais prevalentes foram: F. oxysporum, F. equiseti e F. chlamydos-
porum, espécies estas também detetadas no solo e na 4gua de rega, levando a pensar que
as fontes de indculo poderiam estar nestes dois fatores de producdo. Foram ainda deteta-
das nas plantas, outras espécies de Fusarium, como F. avenaceum e F. flocciferum, po-
dendo a sua origem estar no material de viveiro. Dentro do género Alternaria, foram
identificadas as espécies A. alternata, A. infectoria e A. tenuissima, todas estas espécies
de Alternaria tém caracteristicas de patogenicidade ou de sapréfitas consoante as condi-
cOes da planta hospedeira. No entanto, foram descritos sintomas semelhantes aos encon-
trados nas amendoeiras testadas neste trabalho, aos quais foi atribuido infecéo por estas
espécies, sendo, portanto, de considerar a possibilidade de estarem associadas aos sinto-
mas nas plantas de amendoeira. Para além das espécies de Alternaria e Fusarium referi-
das, foi ainda encontrada a espécie fitopatogénica Macrophomina faseolina, esta espécie
podera estar entre as espécies causadoras da sintomatologia observada, uma vez que esta
descrita como causadora de doencas no lenho de espécies arboreas e arbustivas, que
quando infetadas apresentam sintomatologia idéntica a observada nas amendoeiras em
estudo neste trabalho.

Para além das espécies fitopatogénicas mais preponderantemente encontradas, fo-
ram detetadas varias espécies de fungos com caracteristicas de antagonistas bioldgicos,
como foi o caso de Byssochlamys spectabilis e Epicoccum nigrum. Devido a jovem idade
das amendoeiras testadas e ao elevado numero de espécies diferentes de fungos presentes
nos seus Grgdos vegetativos, ndo se conseguiu concluir se estes antagonistas poderiam ou
néo ter um papel protetor nas plantas. Concluiu-se entdo que cada planta responde com

um bioma diferente as condi¢des a que é sujeita, seja a condi¢cbes ambientais ou sanitérias.
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Este trabalho veio trazer nova informacéo acerca das doengas do amendoal e dos
principais fungos que colonizam estas plantas, o que se revelou de extrema importancia
para a abordagem agronomica desta nova cultura que esta a ocupar uma area crescente,
nédo s6 em Portugal como também noutros paises do mundo. No entanto, deixa em aberto
varias questdes que seguramente abrem novas linhas de estudo, tais como:

- A realizacdo de ensaios in vivo, com jovens plantas de amendoeira isentas de
doenca, para realizar os Postulados de Koch e confirmar se alguns dos fungos fitopatogé-
nicos isolados neste estudo estdo relacionados com os sintomas observados;

- Realizacdo de testes laboratoriais para testar a capacidade antagonista de alguns
dos fungos obtidos e que j& foram descritos anteriormente como tendo essas propriedades;

- Desenvolvimento de testes baseados em PCR quantitativo, para os principais
organismos fitopatogénicos encontrados, de modo a conhecer a quantidade de inoculo nas
plantas testadas, o que pode ter grande importancia na definicéo da ocorréncia da doenga;

- Desenvolvimento de um teste de diagnoéstico molecular para os principais fungos
fitopatogénicos encontrados e que pudesse ser posteriormente disponibilizado aos vivei-
ristas, de modo a que a producdo de planta fosse cada vez mais isenta de doencas que

possam vir a comprometer o seu desempenho agronémico no campo.
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8. Anexos
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Anexo | — Carta da Solos do Local A

Carta de Solos - Local A T

Pmn (d) (p + Pmn

0 65 130 260 Meters

Legenda
[ ]Pmn (d)(p) + Pmn - Solos Argiluviados Pouco Insaturados
I Bp - Barros Pretos

d - Fase delgada

p - Fase pedregosa
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Anexo Il — Carta de Solos do Local B

Carta de Solos - Local B +

Legenda
Pmg (p)

0 105 210 Meters
L 1 |

[ ] Pgm - Solos Litélicos

[_] ca- Solos Hidromérficos

[[7] Pmg - Solos Argiluviados Pouco Insaturados de Materiais N&o Calcérios
p - Fase pedregosa
d - Fase delgada
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