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1. Sumario executivo

O declinio florestal é um fator importante para a Gestdo dos ecossistemas. Os agentes
patoganicos florestais invasores exdticos e os seus efeitos, exacerbados pela mudancga climatica,
implicam uma grande ameaca a sustentabilidade socioeconémica e ecoldgica das espécies de carvalhos
e castanheiros da regido mediterranica. Um dos principais objetivos do projeto Life FAGESOS é
desenvolver protocolos de gestdao integrada de pragas sob medida, baseados em produtos e
recomendacgdes de gestdao amigaveis do meio ambiente.

Durante a primeira fase do projeto, foram testados diferentes produtos para mitigar o impacto
causado por P. cinnamomi nas plantas de azinheira (Quercus ilex) e sobreiro (Quercus suber). Este
documento, inclui o primeiro protocolo de IPM (Gestdo Integrada de Pragas) desenvolvido com base
nestes resultados para ecossistemas de sobreiro e azinheira. Inclui informagdes contextuais sobre o
problema e os tratamentos, informagdes detalhadas sobre os produtos selecionados e sua aplicagao,
recomendacgdes para a aplicagdo de medidas de higiene e controle, e esquemas gerais de gestdo de
locais de degradacao.

2. Introduction

O maneio integrado de pragas (MIP) é uma estratégia de controle de pragas baseada em
solugbes sustentaveis desde o ponto de vista ambiental e projetada para prevenir, a longo prazo, o
impacto de pragas e doengas por meio da combinag¢ao de planos de acompanhamento, detec¢ao
precoce, uso de agentes de biocontrole, microrganismos promotores de crescimento vegetal,
manipulacdo de habitat, modificacdo de praticas culturais e uso de germoplasma resistente. Os
tratamentos, preferencialmente a base de moléculas indcuas para o meio ambiente, sdo utilizados
apenas quando o acompanhamento indica que sdo necessarios de acordo com as diretrizes
estabelecidas. Além disso, os produtos de controle de pragas devem ser selecionados e aplicados de
forma que minimizem os riscos para a saude humana, e benéficos para o meio ambiente.

Em vez de atacar diretamente a praga, o MIP pretende criar condicGes ambientais desfavoraveis
para os agentes patogénicos, reforcando também a capacidade de reacdo da planta ou do aumento da
populacdo hospedeira pelo incremento da sua resiliéncia.

Os programas do MIP combinam abordagens de gestao para obter maior eficacia. A forma mais
eficaz e duradoura de controlar as placas é usar uma combinag¢dao de métodos que funcionam melhor
juntos do que separados. Os métodos de Gestdo das pragas serdo agrupados nas seguintes categorias.

I) Controlo bioldgico

O controle biolégico é a utilizacdo de inimigos naturais (predadores, parasitas, antagonistas e
competidores) para controlar organismos patogénicos e seus danos. Um conceito mais amplo também
inclui moléculas produzidas por inimigos naturais.

II) Controlo cultural

As praticas culturais sdo acGes que reduzem o estabelecimento, a reproducao, a dispersdo e a
sobrevivéncia da praga. Por exemplo, aplicar medidas de higiene a maquinaria, aos veiculos e ao
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pessoal para reduzir a dispersdo do agente patogénico, reduzindo a intensidade da exploracdo, ou
aplicar um tratamento de fertilizagao do solo para aumentar a vitalidade da planta.

I1l) Controlos fisicos e mecanicos

Os controles mecanicos e fisicos tém como objetivo controlar a praga matando, bloqueando ou
fazendo com que o ambiente seja inadequado para o agente patogénico. As caixas para roedores sao
exemplos de controle mecanico. Os controles fisicos incluem mantimentos para a gestao de ervas, a
esterilizacdo por vapor do solo para o gestao de doencas, ou barreiras como malhas para manter
afastados, passaros ou insetos

IV) Controlo quimico

O controle quimico é o uso de pesticidas. No MIP, os pesticidas sdo utilizados apenas quando
sao necessarios, e sempre em combinagdao com outros métodos para um controle mais eficaz e de
longo prazo. Os pesticidas sdao selecionados e aplicados de forma a reduzir ao minimo seus possiveis
efeitos nefastos nas pessoas, noutros organismos e no meio ambiente. Nas estratégias do MIP, é
fomentada a escolha de moléculas seletivas para minimizar o impacto nos organismos nao visados no
tratamento, preservar a qualidade do ar, do solo e da 4gua.

3. Declinio da azinheira

O declinio da azinheira é um dos principais desafios que os ecossistemas mediterranicos estao
a enfrentar nas ultimas décadas (Jung et al., 2000; Burgess et al., 2017; Ruiz-Gémez et al., 2019). A
azinheira e o sobreiro sdo as espécies mais ameacadas devido aos episdédios de mortalidade do declinio
da azinheira, impulsionados principalmente pela podriddo radicular causada pelo agente patogénico
florestal invasor (AIFP) Phytophthora cinnamomi.

Os ecossistemas de sobreiro (Quercus suber L.) sdo de grande relevancia em termos de valor
econdmico, cultural e ecolégico nas regiées mediterranicas (Aronson et al., 2009). Nas ultimas trés
décadas, um declinio crescente dos sobreiros tem sido relatado como um problema crescente em toda
a sua distribuicdo geografica (Brasier et al. 1993; Camilo-Alves et al. 2013; Moricca et al. 2016). Varios
factores, incluindo doencas e pragas, incéndios florestais, alteracdes climaticas, sobrepastoreio,
degradacdo e fragmentacdo, tém sido associados ao declinio do sobreiro (Jung et al., 1996, Sanchez et
al., 2002, Gomez-Aparicio et al., 2012). No entanto, o agente patogénico Phytophthora cinnamomi,
transmitido pelo solo, é um dos principais responsaveis por este fendmeno (Brasier et al, 1993, Robin
et al. 1998; Scanu et al. 2013), embora muitas outras espécies de Phytophthora também estejam
envolvidas (Seddaiu et al. 2020; Aurangzeb et al. 2023) Os sintomas do declinio do sobreiro sdo o
desbaste da copa, resultando num aumento significativo da transparéncia da copa; a presenca de
rebentos epicérmicos nos galhos e ramos; ao nivel das raizes, necrose progressiva das raizes
alimentadoras finas e a presenca de cancros nas raizes maiores e suberizadas; necrose da casca,
associada a exsudado enegrecido, que ocasionalmente envolve todo o caule (Brasier, 1996; Robin et
al, 1998; Scanu et al., 2013) (Fig. 1).

A azinheira (Quercus ilex L.) é uma das espécies mais extensas da bacia mediterranica e a
principal espécie que domina o estrato arbéreo dos ecossistemas de montado, cobrindo uma superficie
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estimada em mais de 4,6 milhGes de hectares na Peninsula Ibérica. Os valores da distribuicdo da
azinheira nesta drea representam cerca de 2,2 milhdes de hectares de ecossistemas de pastagens
“montado” de Q. ilex (Diaz Esteban e Pulido Diaz, 2009), para além de outros 1,42 milhGes de hectares
de florestas mediterranicas naturais de azinheira (Roda et al., 2009).

O declinio da azinheira, também conhecido como sindrome de “da seca”, esta a devastar areas
inteiras da parte ocidental da regido Andaluza (Andévalo) e das montanhas da Sierra Morena, devido
a morte de arvores jovens e adultas (Ruiz-Gémez et al., 2019) e ao fracasso da florestagdo (Sanchez-
Cuesta et al., 2022). Considera-se que o principal fator que desencadeia a mortalidade das arvores é a
podridao radicular causada pelo agente patogénico florestal invasor alienigena (AIFP) Phytophthora
cinnamomi e outras espécies de Phytophthora.

._— [

Figura 1. Morte severa e mortalidade de sobreiros devido a infe¢ao por Phytophthora.

Os sintomas da podriddo radicular sdo inespecificos e tornam-se identificadveis quando a maior
parte do sistema radicular ja estd comprometida, exceto no caso de morte subita, caso em que o
problema sé é identificavel quando a drvore esta morta (Carrasco Gotarredona et al., 2009) (Figura 2)

Embora nao existam dados precisos sobre a incidéncia ou a extensdo do declinio da azinheira, no
ano de 2010, fontes oficiais estimaram a perda de povoamentos de azinheiras em mais de 8 000 ha por
ano apenas em Espanha (Senado, 2010). Este declinio causa graves perdas ambientais e econémicas
num ecossistema particularmente vulneravel localizado em zonas rurais, exacerbado por outros
problemas como a intensificacdo das praticas agricolas e pecudrias, a retirada e abandono de terras e
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os efeitos diretos das alteragdes climaticas (Hernandez-Lambrafiio et al., 2018; Sanchez-Cuesta et al.,
2021). Assim, a protecdo do ecossistema “montado” e a recuperacdo de dreas ja degradadas esta na

linha da frente das politicas de gestdo florestal da administracdo regional.

Figure 2. Principais sintomas de declinio da azinheira. (a) Declinio regressivo com desfoliagdo progressiva. (b)
Morte subita. A folhagem infestada permanece na copa da arvore. (c) Cancro na base do tronco. (d) Galerias de
insectos xiléfagos com serradura na base do tronco. (e) Rebentos epicdrmicos no tronco. (f) Perda de raizes finas
em raizes absorventes superficiais. Fonte: Arquivo do autor.

Epidemiologia da doencga estd associada as condi¢des climaticas e a gestdo, juntamente com
outros fatores relevantes, como a qualidade do solo e a poluigdo. A precipitacdo média ndo é um fator
principal, uma vez que Q. ilex é uma espécie esclerofila, bem adaptada a zonas secas, mas episddios de
precipitacdo intensa e inundacdes do solo estdo relacionados com episddios de mortalidade e
desfoliacdo intensa. Além disso, a elevada recorréncia de episddios de seca extrema e o aumento
global das temperaturas parecem exacerbar estes episddios, provavelmente devido aos seus efeitos
no estado de saude global dos povoamentos de azinheiras (fator de incitacdo) (Sanchez-Cuesta et al.,
2021). Periodos prolongados de seca, encharcamento, flutuagdes imprevisiveis dos niveis de agua,
solos arenosos ou pouco profundos, chuvas fortes inesperadas, bem como agentes patogénicos e
pragas oportunistas, podem acelerar o progresso da doenca e levar a murchiddo subita e a morte das
arvores (Brasier et al., 1993; Jung et al. 1996; Balci & Halmschlager 2003; Jonsson et al., 2005; Moreira
& Martins, 2005). Concordando com os padrées observados no castanheiro, foi demonstrada a
associacdo da doenca da tinta com as faixas de drenagem natural e a rede de estradas florestais e locais
(Cardillo et al., 2018).

Gestdo Integrada do Declineo da Azinheira é dificil e deve ter em consideracdo diversas variaveis
e fatores associados a sua propagacao, incidéncia e gravidade. Essas variaveis podem ser consideradas
num contexto geral de heterogeneidade da area e da paisagem. As infraestruturas fisicas e humanas,
como a rede de drenagem natural e as estradas existentes, oferecem corredores preferenciais para a
propagacao e dispersao da Phytophthora. Outras varidveis incluem as praticas culturais e a resisténcia
do hospedeiro. E igualmente relevante a pressdo exercida por atividades relacionadas com usos
especificos do solo, como a presenca de viveiros ou outro tipo de plantagGes nas areas vizinhas, que
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podem funcionar como ponte para a mudanca de hospedeiro e a introdugdo de agentes patogénicos
em areas indemnes. Por ultimo, mas ndo menos importante, a qualidade e o nivel de monitorizacdo do
territério podem alterar a eficacia da aplicacdo das medidas de controlo (Vannini e Morales-Rodriguez,
2019).

4. Produtos sustentaveis para aplicagao na IPM

Em vez de uma reacao instintiva a um problema especifico, a gestdao “holistica” das pragas é uma
série de processos inter-relacionados que sdo incorporados em todo o espetro da estratégia de gestao
integrada de pragas. O holismo é a teoria segundo a qual os sistemas, e cada parte de um sistema,
devem ser vistos como um todo e ndo como partes isoladas. “Holistica”, portanto, € uma abordagem
qgue olha para o quadro geral e considera todas as partes. A gestdao holistica de pragas é uma
abordagem integrada e preventiva que considera a saude geral da planta e o ambiente do castanheiro
para evitar problemas e geri-los sabiamente se surgirem.

A estratégia desta IPM baseia-se na aplicacdo das medidas de higiene corretas descritas na
seccdo 5 para evitar a propagacdo do agente patogénico e no tratamento em trés fases das dareas
afetadas. Estes tratamentos baseiam-se em 1) aplicagdo de um fungicida para diminuir a concentracao
do indculo presente no solo; 2) incorporagao de microrganismos que ocupam o espaco deixado pelo
agente patogénico, com fungao antagonista contra o agente patogénico e estimulagdo do crescimento
da planta; 3) tratamentos com indutores de defesa da planta que protegem a arvore do impacto do
agente patogénico (Figura 3).

o0

Fungicide

T7ARR

S
o |_:\:"§%0

p

: Antagenist and Plant Growth Promoters
Phytophthora inoculum 8

Figura 3. Abordagem holistica de tratamento para mitigar o impacto de P. cinnamomi em povoamentos de
castanheiro.
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4.1. Formulagao de produtos e doses

4.1.1 Reducao e controlo dos niveis de indculo do oomiceta

As plantas de Brassica contém elevadas concentragdes de glucosinolatos (GLS) em tipos de
células especificas que fazem parte dos sistemas de defesa natural destas plantas (Koroleva et al.
2010). Estas moléculas sdo um substrato para enzimas hidroliticas (mirosinases), armazenadas em
vacuolos ou células especificas de mirosina das plantas de Brassicaceae. Ap6és a rutura dos tecidos, os
GSLs entram em contacto com as mirosinases e sao hidrolisados em isotiocianatos (ITCs). Sabe-se que
os ITCs tém uma ampla atividade de biocontrolo contra artrépodes, fungos e oomicetas (Brown e
Morra 1997; Rosa et al., 1997).

O produto escolhido nos ensaios de mesocosmos do FAGESOS para controlar os niveis de inéculo
de P. cinnamomi no solo é um produto comercial, ja disponivel para utilizacdo como fertilizante
(BioFence FL, Nutrien Italia S.p.a, Livorno, IT). Na sua forma comercial, o BioFence é produzido a partir
da selecdo ISCI7 de Brassica carinata, utilizando um método de desengorduramento parcial que limita
a degradacao da GSL e da mirosinase, optimizando assim a eficacia do produto (Lazzeri et al. 2004). A
eficacia de biocontrolo (96,5%) dos pelletes de Brassica sobre P. cinnamomi foi relatada em
experiéncias in vitro e em mesocosmos, proporcionando uma alternativa aos pesticidas sintéticos nos
programas de gestdo de doencas (Morales-Rodriguez et al., 2016). Para além da sua atividade biocida,
este produto tem um efeito positivo e duradouro como fertilizante do solo. Além disso, favorece a
emissdo de novas raizes, melhorando a capacidade das plantas para absorver nutrientes e,
consequentemente, a resiliéncia contra o stress abiético (por exemplo, temperaturas extremas e seca).

O BioFence esta disponivel comercialmente sob a forma de granulado para aplica¢des secas e de
um produto de dois componentes (figura 4), constituido por uma formulacdo liquida e outra de farinha
de Brassica a combinar e a aplicar como um melhorador no solo. A eficacia de ambas as formula¢des
foi comparada em ensaios de mesocosmos, sendo a formulagao liquida a que teve melhor desempenho
na reducao do indculo de P. cinnamomi.

Produto de 2 componentes Biofence FL, -Conteudo de aminodacidos livres em N >50%
composto por uma formulagao liquida e outra em -Azoto liquido organico 3%
farinha derivada de pellets de espécies
seleccionadas de Brassicae. A embalagem inclui
um saco de filtro para facilitar o processo de

infusdo.

Contenido nutricional:

-Farinha de azoto organico 6%
- [v)
Enxofre total 15% Figura 4. Biofence FL. 10 litros + 5 KG formato

-Magnésio 0.5% farinha.
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Preparacao (Figura 4):

1) Diluir com agua num recipiente adequado e agitar a férmula para misturar bem os componentes.

Aproximadamente 4 litros de dgua por cada litro de formulagdo liquida.

2) Deitar a farinha necessaria para o tratamento num filtro especial e depois mergulhar no recipiente
com a solu¢do acima referida.

0.9 kg de pellets por cada unidade (4 litros de dgua + 1 litros de formulac¢do liquida).

Para a embalagem comercial (5 kg de pellets e 10 litros de formulagdo liquida) serd necesario
utilizar 22 litros de dgua. Preparar num recipiente de 50 litros.

3) Deixar os pellets em infusdo durante, pelo menos, uma hora e ndo mais de 4/5 horas. Durante este
tempo, agitar regularmente o filtro para que toda a farinha entre em contacto com a solucao liquida.

4) Decorrido o tempo minimo de infusdo, levantar o filtro do composto liquido e manté-lo suspenso
de modo a poder ser espremido para permitir a saida do isotiocianato e a sua integracao na solucao.

5) Lavar o filtro num outro recipiente com agua limpa. Agitar o filtro para dissolver a quantidade
maxima de produto na agua. Em seguida, espremer o filtro e adicionar a dgua a infusao.

Enxaguar num recipiente de 10 litros.

6) A solucdo obtida deve ser levada ao volume necessdrio para poder ser distribuida com o
pulverizador, tendo o cuidado de pulverizar especialmente a base das plantas sob a zona de projecao
da copa da arvore.

Para a embalagem comercial, teremos nesta altura cerca de 40-41 L de infusdo.

Misturar com 1460 L de dgua para obter um volume final de 1500 L.
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Figure 5. Preparacdo do Biofence FL. A) Misturar a solugdo liquida em 22 litros de agua limpa e preparar os
pellets, colocando-os no saco filtrante. B) Mergulhar o saco de filtro na mistura de dgua e solucdo liquida. Agitar
vigorosamente para melhorar a infusdo. C) Apds 1 h, enxaguar o saco de filtro e adicionar a solu¢do a um tanque
de pulverizacdo ou de fertilizacdo com 1460 L de agua.

Modo de aplicacao e dose: (for 1 pack, 1500 L dilui¢do final; 35-45 arvores)

e O produto so deve ser aplicado em arvores claramente afectadas pela doenca e/ou localizadas
em frente da zona de avanco dos focos de doenca.

e O produto deve ser aplicado por tratamento de superficie abaixo da copa da arvore, no inicio
da primavera e ap6és um periodo de chuva. O objetivo é eliminar o inéculo nas camadas
exteriores do solo (10-15 cm) para reduzir o risco de dispersdo através do movimento passivo
de particulas de solo contaminadas.

e Aplicar um volume de diluicdo adequado em funcdo da dimensdo da copa(Tabela 1):

Tabela 1: Volume de solugdo para aplicacdo no solo em fun¢do do tamanho da copa

Diametro de copa (m) Volume (L)
<10 25
10a 20 35
> 20 45

& ATENCAO!!! USAR ANTES DE 4HORAS DESDE A PREPARACAO

D4.1 Protocolo de gestdo integrada de pragas para ecossistemas de carvalhos perenes do Mediterraneo 10



LIFE21-CCA-IT-LIFE FAGESOS

4.1.2 Melhorar a sauide das arvores através do microbioma do solo

Este tratamento tem por objetivo melhorar a fisiologia das plantas e limitar a aptidao do habitat
para o agente patogénico através da correcdao com bioprodutos a base de microrganismos promotores
do crescimento das plantas e antagonistas Trichoderma spp. A correcdo do solo com micrébios
promotores do crescimento das plantas (PGPM) é uma alternativa ecolégica a fertilizagdao quimica.
Estes organismos podem colonizar as raizes das plantas, trazendo beneficios para os seus hospedeiros:
aumentam a disponibilidade de nutrientes no solo e a resisténcia aos agentes patogénicos, modulando
a producdo de fito-hormonas. Assim, atenuam os stresses bidticos e abiéticos e aumentam a producgdo
vegetal.

Trichoderma é um género com grande potencial no controlo bioldgico e na aplicagdo de IPM.
Trichoderma inclui varios simbiontes oportunistas, que sdo os principais colonizadores do solo em
todos os tipos de ecossistemas, capazes de controlar muitos agentes patogénicos do solo através de
varios mecanismos, como a inducdo de resisténcia das plantas, a competicdo direta, a inibicdo e o
parasitismo (Vinale et al., 2008). Os simbiontes oportunistas de plantas sdo organismos que nao
precisam de ser simbiontes para sobreviver, mas que se desenvolvem consideravelmente melhor
guando tém um hospedeiro vegetal. Algumas estirpes de Trichoderma sdo bem conhecidas como
agentes de biocontrolo competentes, diminuindo a gravidade das doengas das plantas, principalmente
no solo ou no solo.

Entre os produtos testados nos ensaios em mesocosmos FAGESQOS, todos os produtos a base
de PGPB e 2 produtos a base de Trichoderma spp. tiveram um efeito positivo no estado sanitdrio das
plantas infetadas de azinheira. Finalmente, foram escolhidos dois produtos para os protocolos IPM
devido a sua eficacia, e também considerando a sua disponibilidade atual no mercado: Bactrium® e
Tricoten ® de Atens (Agrotecnologias Naturales, S.L., Tarragona, Espanha).

Bactrium (Atens)

O Bactrium® (Fig. 6) possui bactérias rizosféricas altamente competitivas que colonizam o sistema
radicular. Estas bactérias melhoram a nutricdo das plantas, aumentam a eficiéncia da utilizagdo de
fertilizantes e desbloqueiam elementos bloqueados no solo. Ambas as estirpes de Bacillus megaterium
contidas no Bactrium foram completamente sequenciadas no NGAlab. Gragas a este trabalho,
podemos afirmar que contém genes codificadores que contribuem para:

e Captacdo e assimilacdo de azoto (transportador de nitritos e enzimas da familia das
nitroredutases).

e Aumento da resisténcia a contaminacdo por cobre (proteina de resisténcia ao cobre).

e Captacdo de ferro (siderdforos).

e Solubilizacdo do fosforo (fosfatases acidas e fitases).
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Composicao:
e Bacillus megaterium MHBMO06: 5x109
UFC/g

e Bacillus megaterium MHBM77: 5x109
UFC/g

e Bacterias da rizosfera: 1x1010 UFC/g

Figura 6. Bactrium, Atens®

Tricoten® (Atens)

Tricoten® é uma formulagcdao em pd molhdvel a base de Trichoderma atroviride. A sua eficacia no
controlo de agentes patogénicos como Fusarium, Sclerotinia e Botrytis jd foi comprovada, tendo
demonstrado uma reducgdo significativa dos sintomas da doenca em azinheiras infectadas com
Phytophthora cinnamomi nos ensaios de mesocosmos realizados no ambito do projeto FAGESOS.
Existem outras formula¢cdes com T. atroviride disponiveis no mercado, embora ndo possamos fornecer
informacdes sobre a sua eficacia em azinheiras contra P. cinnamomi porque nado foram incluidas nos

ensaios de mesocosmos. No entanto, se a sua formulacao for baseada em T. atroviride, é provavel que
os efeitos sejam semelhantes.

A ATENGAO!!! NAO UTILIZAR PRODUTOS BASEADOS EM T. KONINGII.

Este microrganismo pode estimular o homotalismo em P. cinnamomi (Pratt et al., 1972; Brassier,

1978).
Composicao:
Trichoderma atroviride AT10, pé molhdvel S

conidial, 5x109 UFC/g

TRICOTEN
TRICOS1CX

3Kg
Cad:03/25

Figura 7. Tricoten, Atens®
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Modo de aplicacdo e doses:

e Dose de Bactrium: 2L/ ha
e Dose de Tricoten: 4 Kg/ ha

Ambos os produtos podem ser aplicados diretamente no solo, por pulverizagao, dissolvidos na
agua necessaria, dependendo da taxa de consumo de cada barra de pulverizagao.

Exemplo: Para um tanque de 2000 litros com uma barra de 6 metros, a uma taxa de 200 L/ha,
adicionar 20 litros de Bactrium e 30 kg de Tricoten para 10 ha.

e O tratamento deve ser aplicado em conjunto na primavera, durante os meses de margo-abril e,
de preferéncia, ap6s um periodo de chuva.

4.1.3 Inductores de resisténcia

Os indutores de resisténcia das plantas (PRI) podem ser Uteis para reduzir a utilizacdo de pesticidas.
Trata-se de moléculas de natureza diferente que conduzem a uma maior protecdo contra os ataques
de agentes patogénicos, induzindo os mecanismos de defesa das plantas, a chamada imunidade
desencadeada pelas plantas (PTI). S3o também conhecidas como indutores de resisténcia ou de defesa
das plantas. Sabe-se que os PTl sdo eficazes contra uma variedade de agentes patogénicos, como virus,
bactérias, oomicetas e fungos que atacam as plantas. Este tratamento é altamente recomendado no
declinio do sobreiro porque P. cinnamomi ndo é um agente patogénico primario da azinheira e do
sobreiro, mas um fator desencadeante da mortalidade no sintoma de declinio. Assim, a melhoria dos
mecanismos de defesa natural das arvores protegé-las-4 contra eventos limiares que podem levar a
episddios de podridao radicular intensa e a morte das arvores.

Entre os produtos testados nos ensaios em mesocosmos FAGESOS, o produto que apresentou
a maior eficacia na reducdo dos sintomas e da mortalidade nas plantas infectadas foi o Kalex EVO®
(Alba Milagro International S.p.A.; Parabiagio, Itdlia). Kalex EVO® é um estimulante natural das defesas
qgue inclui substancias fertilizantes (cobre e molibdénio) e vdrios compostos organicos activadores
(acido carboxilico, polissacaridos e extractos naturais), cuja eficacia contra uma vasta gama de doencas
flngicas e bacterianas foi comprovada. KALEX EVO foi formulado de forma a que as substancias que
contém sejam rapidamente absorvidas e transportadas das raizes para as folhas e vice-versa. Devido
ao seu efeito transportador, pode ser combinado com pesticidas, para melhorar o seu sistema e
funcionamento, apds verificacdo da compatibilidade.

N3o utilizar durante a floracao.
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Composition:

e Cobrer(Cu), 4.1 % w/w

e Molibdénio (Mo), 0.03 % w/w

e Extractos vegetais: Polissacarideos, vitaminas,
minerais, gorduras, aminodcidos, polifendis e pigmentos.
e Acido Carboxilico

Figura 8. Kalex EVO® apresentacdo comercial,
Milagro International

Modo de aplicacdo e dosagem:

- O tratamento recomendado consiste em 2 aplica¢Ges foliares com um intervalo de 15 dias entre elas.

- A aplicacdo deve ser efectuada na primavera (abril-maio), apds a floragdo, e sem previsao de chuva
nas 24 horas seguintes.

- Dosagem: 2 L /ha.

e No caso de um montado de sobro (azinheira e sobreiro) com uma densidade arbérea entre 60
e 90 arvores/ha, pode preparar-se um depdsito de 2000 L adicionando 20 L de produto e
aplicando-o seguindo as recomendac¢des do Quadro 2.

e Para o controlo do declinio do sobreiro em florestas jovens ou plantagdes densas, utilizar uma
dose de 3 L/ha

Tabela 2: Volume de solugdo orientativa para aplicagao por pulverizagdo da coroa em azinheiras em fungdo do
tamanho da coroa

Crown diameter (m) Solution volume (L)
<10 18
10to 20 25
> 20 32

4.2. Periodo de aplicacao e calendario

Os tratamentos devem seguir uma ordem determinada, comecando pela reducdo do inéculo,
como passo critico. Este produto deve ser aplicado apds um periodo chuvoso, sobre solo humido, para
garantir a penetracdo, e coincidindo com o periodo de mdaxima probabilidade de atividade de
proliferacdo de P. cinnamomi.
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Apds o tratamento com BioFence FL, deve ser respeitado um periodo de 30 dias antes do
tratamento com microrganismos ou qualquer outro bioproduto, para garantir que os isotiocianatos
sdo degradados, de modo a evitar interferéncias com a emenda.

Relativamente ao tratamento foliar, o aspeto mais importante a ter em conta é a floragdo. O
produto deve ser aplicado quando o periodo de floragdo ja terminou e as flores ja foram fertilizadas
para garantir uma melhor producdo de frutos.

Observando todos estes aspetos, e tomando como exemplo o calenddrio da zona
demonstrativa de La Tejera (Andaluzia, Espanha), o calendario proposto para a aplicacdo em
“montado” seria o seguinte (Tabela 3):

Tabela 3: Calendério de tratamentos para a Area Demonstrativa FAGESOS de La Tejera (Villaviciosa de Cérdoba,
Espanha)

Semana
I I 1l v \Y VI
BioFence 20-21 Margo
Kalex EVO 18-19 Abr 1-2 Maio
Bactrium+Tricoten 22-23 Abr

As datas seriam ajustadas tendo em conta os episddios de chuva e os periodos de floragado.

No caso de plantagdes ou florestas naturais de folha perene nao ligadas a suinicultura ibérica,
é possivel adiantar o tratamento com Biofence, realizando-o durante o inverno, quando o solo est3
himido e o crescimento da vegetacdo herbacea é menor. Um exemplo de tratamento nestas zonas é
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Calenddrio de tratamentos para plantagdes ou florestas naturais de folha perene

Semana
I Il 1l v \Y VI
BioFence 20-21 Fev
Kalex EVO 18-19 Abr 1-2 Maio
Bactrium+Tricoten 22-23 Mar

As datas seriam ajustadas tendo em conta possiveis episédios de chuva e periodos de floragao.
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5. Medidas de higiene

As medidas de higiene sdo métodos preventivos para evitar o transporte passivo do indculo de
P. cinnamomi de locais infectados para zonas saudaveis. Qualquer coisa que favoreca o transporte
passivo de solo infetado pode atuar como portador da doencga. Isto inclui pneus de veiculos, calcado e
animais selvagens e de criacdo. Vannini et al. (2021) mostraram que a maior parte do inéculo se desloca
ao longo da rede de estradas que ladeiam ou atravessam os castanheiros e da rede de drenagem de
aguas superficiais, coincidindo com outros trabalhos em defesa de pastagens de azinheiras (Cardillo et
al., 2018). Por conseguinte, as medidas higiénicas sdo uma parte fundamental da estratégia de gestao
integrada.

Vannini et al. (2010) sugeriram as seguintes precaucdes e praticas higiénicas:

(1) restricao do transito humano, animal e de maquinas nas areas infetadas (focos) e ao longo
das estradas e caminhos que atravessam ou fazem fronteira com os povoamentos e/ou soutos
afetados. Esta medida é muito importante durante os periodos de chuvas fortes e inundacgdes;

(2) desinfecdo dos pneus e do cal¢cado a saida das zonas infectadas, especialmente na estacdo
das chuvas;

(3) gestado dos fluxos de aguas superficiais, recolhendo e canalizando as aguas de escoamento
das zonas afectadas.

As medidas enumeradas nos pontos (1) e (2) tém custo efetivo, mas a sua aplicagdo bem
sucedida depende da educacdo e sensibilizacdo das partes interessadas no sector e dos cidaddos. Esta
ultima medida é dispendiosa e ndo é facil de aplicar em grandes focos de infecdo.

No caso das medidas de higiene, é necessario o apoio de todos; uma abordagem multi-
stakeholder é altamente recomendada, onde é implementada em estreita colaboracdo com os
municipios locais, associacdes sem fins lucrativos, grupos de cidadaos, associa¢des de proprietarios e
produtores florestais, e outras partes interessadas.

No ambito do projeto FAGESQS, as seguintes medidas de higiene serdo implementadas e
mantidas nas dreas de demonstracdo em Espanha e Itdlia:

1) Estabilizacdo de vias e melhoria de valas: As exploracdes agricolas e as zonas florestais estdo

repletas de estradas rurais utilizadas para actividades culturais e pecuarias. Na maioria das vezes, o
pavimento das estradas é altamente instavel, propenso a pocas de lama e buracos capazes de conter
o indculo do agente patogénico, que pode ser espalhado por carros e maquinaria pesada. Neste caso,
como a maioria das estradas consiste em plataformas naturais de solo compactado, com pouco
movimento do solo, é facil e econdmico reparar a superficie da estrada com uma simples viga ou
maquina de alisamento. Além disso, as valas ao longo das estradas principais que atravessam as zonas
afectadas serdo limpas e melhoradas para recolher a dgua das cheias, canalizando o escoamento para
os principais cursos de dgua e limitando assim a propagacao do inéculo (Fig. 9)
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Figure 9: Melhoramento de estradas rurais em La Tejera, O revestimento das estradas pode ser facilmente
compactado com uma viga pesada. Devem ser limpas as valas nas zonas de escoamento préximas dos focos
e/ou zonas fortemente afectadas, canalizando o escoamento para os cursos de agua principais.

Il) EstacOes de limpeza de calcado: Estas estacdes sao constituidas por um moédulo de
escovagem para remover a sujidade. As estacdes de limpeza de sapatos do projeto FAGESOS também
incluiam dispositivos laterais para remover o excesso de lama antes de limpar os sapatos, escovas

laterais para auxiliar a limpeza e um mddulo de pulverizacdo com desinfetante integrado no médulo
de escovagem. (Figura 10).

Figure 10: Esta¢Oes de limpeza de calgado concebidas para o projeto FAGESOS. As estag¢des incluiam escovas
laterais, placas laterais para remover o excesso de lama e um dispensador de desinfetante.

I1l) EstacOes de limpeza de veiculos constituem uma importante medida de higiene preventiva.

No caso de caminhos rurais constituidos por plataformas naturais de compactacao do solo, o aspeto
mais importante a considerar é a limpeza dos pneus e das cavas das rodas com desinfetante. A medida
mais econdmica e eficaz para este fim é a instalagao de pés-dilivios para pneus nos principais pontos
de saida das estradas rurais da exploracdo/propriedade (Fig. 11). Os pés-dilivios devem ser enchidos
com uma solucdo desinfetante e devem ter uma profundidade suficiente para molhar eficazmente
todo o arco da roda a baixa velocidade, sem constituir um obstdculo significativo para o veiculo.
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Figure 11: Exemplo de um pé-dillvio na entrada principal de uma quinta.

As estacOes de limpeza de calcado e os pés-diluvios para pneus devem ser dotados de uma
solucdo desinfetante que ndo represente um perigo de contaminacdo ambiental, para o solo, a
vegetacdo e a fauna. Para este efeito, os desinfectantes a base de sais quaternarios constituem uma
solucdo optima. Estes desinfectantes, numa dose adequada, ndo prejudicam os animais e sdo
inofensivos para a vegetacdao. No ambito do projeto FAGESOS, foram testados em laboratério varios
produtos a base destas substancias e sem substancias quimicas ou contaminantes na sua composic¢ao.
Entre os produtos testados, e tendo também em conta a sua composicdo, preco e disponibilidade, o
produto escolhido para inclusdo nas ac¢cdes demonstrativas do FAGESOS foi o Sanibacter® (Quimpa
S.L.; Madrid, Espanha). Em Itdlia, o produto escolhido para incluir nas a¢des demonstrativas do
FAGESOS foi o Blue® (grupo quimico Arco). Em Portugal o produto escolhido para incluir nas a¢des
demonstrativas foi o Ultrasan® (Wiirth) (Fig. 12). O produto é utilizado diluindo-o em 4gua numa
proporc¢do de 1/200. Desta forma, uma embalagem de 1l produzira um total de 200 litros de liquido
desinfetante.

Composigao:

° Sais de amodnio quaternario (4.5% v/v)

Figure 12. Ultrasan®, Wrt
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Tabela 5: Dosagem de Ultrasan® para diferentes aplicagGes. A dose indica a concentracdao na qual nenhum
inéculo vidvel de P. cinnamomi foi recuperado dos testes.

Application Dose Recommendation
Estacbes de limpeza de Os dispensadores de desinfectantes serao
calcado e desinfectantes 7 uL/ mL preenchidos com uma solu¢do 0.7% v/v de Ultrasan®
para as maos (7 mL/L dgua)
Para um pé-dilivio com 1000 L de 4gua, adicionar
Pés-diluvios para pneus 2.5uL/ mL 2,5 L de Ultrasan®. Repetir a operacao apds

episddios de chuva intensa

Para uma outra opgao, os tapetes desinfetantes (Fosse Ltd) (Figura 13 b,c), podem ser colocados
a entrada e a saida dos caminhos que atravessam ou fazem fronteira com zonas infetadas, para
contrariar o movimento passivo do indculo. Os tapetes sdao preenchidos com uma das solugdes
desinfetantes, humedecendo os pneus quando os veiculos passam por cima. Serdo acompanhados por
placas de sinalizacdo concebidas especificamente para o efeito e que chamam a atencdo (Figura 13 d).
Estes painéis de sinalizacdo: 1) detalham os passos necessarios para limpar com sucesso os veiculos e,
especialmente, os pneus dos veiculos do inéculo sempre que se utiliza um dos caminhos que
atravessam ou fazem fronteira com areas infetadas; 2) sublinham a gravidade das infe¢Oes causadas
pela Phytophthora e os danos causados por elas em termos geralmente compreensiveis, fazendo um
apelo significativo a agdo.

IV) Kits moveis de limpeza: Kits de limpeza faceis de utilizar, incluindo um spray desinfetante e

uma escova para higienizar botas e outras ferramentas para as pessoas (caminhantes, trabalhadores,
técnicos) que interagem frequentemente ou necessariamente com as areas infetadas (Figure 13a).

Figure 13. Kits de limpeza méveis (a), estacdes de limpeza de veiculos (b e c), sinalizacdo (d).
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Toda a implementacdo da PMI pode ser observada na figura 14, que representa as atividades
realizadas na exploragdo Monte Arcosu (Sardinia, Italy).

=k Plots centroid

[ study area boundaries

~—— Roads

Treatments Q. suber (121 ha)
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g
jv_\ Mats + Boots

Figure 14. Mapas dos povoamentos de sobreiro e azinheira, incluindo a localizagao da estagao de limpeza de

veiculos na exploracdo Monte Arcosu.

5.1. Sinalizagao

As medidas de higiene serdo acompanhadas por sinalética especificamente concebida e
apelativa (Fig. 15). Estes sinais tém principalmente os seguintes objetivos:

e Detalhar os passos necessarios para utilizar com sucesso as estacdes de limpeza de

calcado

e Sublinhar a gravidade das infecGes por Phytophthora e os danos causados por este
agente patogénico em termos geralmente compreensiveis, embalados num apelo
significativo a acdo.

e Aviso sobre a presenca de pé-diluvio de pneus e a velocidade recomendada para a sua
utilizacdo.

e Indicacdo da 4drea em que os tratamentos serdo efetuados.
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AYUDANOS A DETENER EL
DECAIMIENTO DEL ENCINAR

Esta enfermedad est matando a nuestras encinas

Figure 15. Sinalética para medidas de higiene e sensibilizacio dos cidaddos instalada na Area Demonstrativa de
La Tejera (Villaviciosa de Cdordoba, Spain).

6. Melhores praticas em povoamentos “montado” de azinheira

Finalmente, a gestdo é considerada uma parte altamente relevante dos protocolos IPM. As
praticas culturais incorrectas estdo incluidas entre os fatores que incitam ao declinio. Para a gestdo dos
povoamentos “montado” de azinheiras, pode ser implementada uma série de medidas, a seguir
enumeradas, no que diz respeito a sua relacdo com o declinio do carvalho e a propagacado de agentes
patogénicos.

1. Gestdo continua dos “montados”

O abandono dos montados leva a invasdao de arbustos e a deterioracdo das arvores. A
sustentabilidade econdmica dos montados deve estar no centro dos protocolos IPM, uma vez que os
montados economicamente rentaveis sdao mais provavelmente bem geridos do que os pobres. A
pecudria extensiva e as praticas agricolas que oferecem produtos de alta qualidade sdo as melhores
opgoes.

2. Monitorizar regularmente o estado de satide das azinheiras

Avaliar regularmente a desfoliacdo das arvores e a abundancia de pragas e doencgas (insetos e
cancros). Se a desfoliagdo comegar a aumentar numa area limitada, afetando varias arvores, ou se for
evidente o declinio generalizado e a disseminacdo de agentes patogénicos, contacte prontamente um
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técnico florestal ou agronomo especializado para diagndstico e terapéutica adequada. Tenha em conta
gue a detecdo precoce aumenta consideravelmente a eficacia das medidas de controlo e reduz
sensivelmente os custos.

3. Efetuar podas regulares

A poda é importante para i) remover partes mortas da planta que sdo uma fonte de proliferagao
de pragas e agentes patogénicos, e ii) estimular uma atividade vegetativa e reprodutiva vigorosa.
Assim, recomenda-se a realizacdo de uma poda de manutencdo a cada 3,5 anos. A poda deve ser
efetuada por arboristas especializados, no final do inverno ou no inicio da primavera, em fung¢do das
condigdes locais, mas antes do fim do periodo de repouso invernal. A poda deve ser efetuada apenas
em ramos com um diametro superior a 15 cm e deve ter-se o cuidado de ndo causar danos a arvore
devido a uma inclinacdo incorreta do corte ou a danos nao intencionais causados por uma utilizacao
incorreta da ferramenta. Praticas incorretas de poda enfraquecem as arvores, favorecendo o processo
de declinio.

4. Evitar a lavoura com alfaias de aiveca ou de lavoura profunda.

Estas alfaias tém efeitos negativos no processo de declinio, tanto devido a danificacdo do sistema
radicular do carvalho, principalmente das suas raizes secundarias, que sdo muito superficiais, como ao
espalhamento de solo infetado. A remocdo do mato deve ser efectuada com meios que removam o
minimo de solo possivel, incluindo, sempre que possivel, rocadoras de corrente ou martelos. A
plantacdo deve ser efectuada com alfaias pouco profundas, se possivel, evitando a lavoura. Estas
medidas sdo muito relevantes quando é identificado um foco de doenca e o diagndstico de P.
cinnamomi é positivo.

5. Desinfe¢do de maquinas pesadas:

Nas zonas de declinio da azinheira, o controlo dos movimentos do solo e do material vegetal é
fundamental. O indculo de P. cinnamomi esta presente nas camadas superiores do solo e, muito
provavelmente, nos detritos e na matéria orgéanica do solo. Assim, pode ser facilmente transportado
com maquinaria e alfaias pesadas.

Por conseguinte, é obrigatdria a desinfecdo da maquinaria pesada apds as praticas culturais. Esta
desinfecdo pode ser facilmente efectuada em condi¢cdes normais, utilizando uma solucdao de
hipoclorito de sédio a 5% (lixivia comum a 10%). Pode preparar-se um pulverizador com 1 litro de lixivia
e 9 litros de 4gua, que se aplica nos érgdos rotativos, nas partes sujas e se aplica depois de terminado
o trabalho.

A desinfecdo também pode ser feita com sais de amdnio quaterndrio, adicionando uma quantidade
aproximada de 250 mL em 10 L no pulverizador.

Quando o solo estiver muito humido, se a acumulacdo de lama for relevante para a maquinaria,
recomenda-se que se remova 0 maximo de lama possivel antes da desinfecdo.
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Isto também se aplica a qualquer veiculo que entre na zona afetada. Quando os veiculos saem das
estradas, a probabilidade de acumularem terra e detritos é maior e, por isso, a sua desinfecao deve
incluir as partes mais sujas, bem como as rodas, pelo que o banho dos pneus pode nao ser suficiente.

6. Qualidade do solo

O solo é fundamental para o estado de saude das arvores. Solos pesados, com baixa capacidade de
troca catidnica, e solos muito deficientes em nutrientes sdo considerados fatores predisponentes ao
declinio da azinheira. Assim, seria recomendada uma analise do solo nas areas em declinio.

A corregao do solo calcario pode ser positiva quando a fertilidade do solo é muito fraca. Os solos
ricos em calcario sdo menos propensos ao apodrecimento das raizes, principalmente devido ao seu
efeito no estado de saude da arvore. Quando a fertilidade do solo é demasiado rica ou os solos sao
deficientes, seria recomenddvel uma correcdo do calcério.

Se o montado for cultivado regularmente, recomenda-se também a implementacdo da rotacdo de
culturas com culturas leguminosas. Neste caso, evite o uso de tremoco (Lupinus luteus L). Esta cultura
tem sido tradicionalmente utilizada em montados devido ao seu valor nutritivo. No entanto, ndo é
recomendado em montados em declinio, pois pode funcionar como reservatério de inéculo de P.
cinnamomi (é um hospedeiro assintomatico).

A correcao da matéria organica deve ser cuidadosamente ponderada e utilizada em diversas
ocasibes, muito limitadas. A Phytophthora cinnamomi pode sobreviver como sapréfita alimentando-se
de detritos e restos de matéria vegetal e organica do solo. No entanto, este agente patogénico é
considerado um mau competidor em condic¢des saprofiticas. Portanto, o elevado teor de MO no solo
pode ter um efeito positivo no indculo através do aumento da diversidade e abundancia microbiana,
mas ndo é um meio de controlo do indculo. Além disso, sob baixas concentra¢des de matéria organica,
um aumento do seu conteldo poderia até melhorar as condi¢cbes de sobrevivéncia dos agentes
patogénicos.
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