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RESUMO

O cancro do castanheiro (Cryphonectria parasitica) é considerado um dos principais fatores de mortalidade de Castanea
sativa. Introduzido em Portugal e com desenvolvimento epidémico conhecido a partir da década de 90, manifestou
elevada agressividade e uma dispersao muito rapida, tendo, atualmente, distribuicao generalizada nas regides de pro-
ducao de castanheiro. Os meios de luta quimicos, culturais e fisicos nao sao eficazes no combate do cancro do casta-
nheiro e apenas a luta bioldgica por Hipoviruléncia tem mostrado ser eficaz na Europa. A disseminagao dos hipovirus
esta diretamente relacionada com os grupos de compatibilidade vegetativa (VCType), pelo que existe a necessidade de
estudar a estrutura populacional de C. parasitica e identificar os VCType presentes em cada souto. Avaliou-se a incidén-
cia e severidade do cancro do castanheiro em trés soutos da regiao do Minho, tendo-se obtido isolados de C. parasitica
que foram posteriormente caracterizados quanto ao VCtype e avaliada a variabilidade genética das diferentes subpo-
pulagdes através de box-PCR. Os isolados obtidos nos trés soutos pertencem a cinco VCtype diferentes sendo o mais
representativo o EU-11 (62% dos isolados), seguindo-se o EU-2 (20%), EU-1 e EU- 66 (5,5%) e EU-12 (7%). Os padrdes de
bandas obtidos por box-PCR nao parecem refletir a viruléncia, origem geografica ou VCtype dos isolados.

Palavras-chave: boxPCR, cancro do castanheiro, Castanea sativa, compatibilidade vegetativa- VCtype, hipoviruléncia,
boxPCR

ABSTRACT

Cryphonectria parasitica, the causal agent of chestnut blight, was considered one of the main factors of mortality of
Castanea sativa. Introduced in Portugal in the 1990s, and with epidemic development, the disease has manifested high
aggressiveness and a rapid dispersion. Currently it has a widespread distribution in the chestnut production regions.

Chemical, physical and cultural control means are not effective to control Chestnut Blight and only biological control
by hypovirulence has shown to be effective in Europe.

The spread of the hypovirus is directly linked to the vegetative compatibility types (VCType) of the fungal populations,
so there is a need to study the population structure of C. parasitica and identify the VCTypes present in each subpopu-
lation. The incidence of Chestnut Blight was assessed in three chestnut groves in the Minho region, and the C. parasitica
isolates obtained were further characterized. Each isolate was allocated to a VCType by matching with reference isola-
tes, and the genetic variability of selected isolates was evaluated by BOX-PCR. The isolates obtained were functionally
diverse comprising over five VCType, with EU-11 (62%), followed by EU-2 (20%), EU-1 e EU- 66 (5, 5%) and EU-12 (7%).
Banding patterns obtained by box-PCR fingerprinting did not reflect geographical origin or the VCType of the isolate.

Keywords: BOX-PCR, Castanea sativa, chestnut blight, hypovirulence, VCtypes
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Introducao

O castanheiro (Castanea sativa Mill) é uma
espécie de grande importancia na regido Norte
de Portugal produzido num sistema agroflorestal
orientado para a produgao de castanha. O
Cancro do castanheiro (Cryphonectria parasitica
(Murrill) Barr) é uma doenca de quarentena,
introduzida em Portugal em 1989 na regiao de
Tras-os-Montes que teve uma dispersao muito
rapida em todas as regides de producao de
castanheiro, sendo atualmente considerada como
a principal causa de morte. No Minho, a area de
castanheiro teve uma redugdo drastica quando
da introdugdo da Doenga da Tinta nos finais do
século XIX (Fernandes, 1966) estando atualmente
confinado a plantagdes de castanheiros hibridos
de pequena dimensao e a presencga de castanheiros
dispersos na regiao. O Cancro do castanheiro foi
progressivamente invadindo as dreas de souto
nesta regido manifestando de igual forma elevada
viruléncia e agressividade. Nao existindo meios
de luta eficazes para travar o desenvolvimento
e dispersdao da doenca, e todos os meios de
mitigacao se tenham revelado de reduzida eficacia
no seu controlo e dispersao (Gouveia et al., 2003;
Bragancga, 2007), a hipoviruléncia, meio de luta
bioldgico, € a forma mais promissora para travar
a doenca. A disseminacao do hipovirus, virus
dsRNA que transmite o fator de hipoviruléncia,
esta diretamente relacionada com os grupos de
compatibilidade vegetativa (VCtype) presentes em
cada local (Anagnostakis et al., 1986), pelo que para
a sua utilizacdo como meio de luta contra a doenga
exige que se conheca a estrutura populacional
de C. parasitica e que se identifiquem os VCtype
presentes em cada souto.

Com este trabalho pretende-se avaliar a incidéncia
e severidade do Cancro do castanheiro e analisar
a estrutura da populagao de C. parasitica na regido
do Minho considerando-se como subpopulagoes
os isolados obtidos em cada um dos trés soutos da
Regido do Minho localizados em Felgueiras, Vila
Verde e Ponte de Lima. Constitui ainda objetivo
deste trabalho estudar a variabilidade genética de
C. parasitica por métodos moleculares (box- PCR)
considerando a localizagao do souto e os isolados
do mesmo VCType presentes nas diferentes
subpopulag¢des em estudo.

Material e Métodos

Recolha de material vegetal contaminado

Os soutos em estudo localizam-se em Felgueiras, na
freguesia de Sendim, em Vila Verde, na Freguesia
de Pico de Regalados e em Ponte de Lima, na
freguesia de Cepoes.

Nos soutos efetuou-se uma amostragem em
arvores que apresentavam sintomas do Cancro do
castanheiro como a copa afetada com ramos secos,
cancros e fendilhamento da casca, rebentagado
adventicia exuberante, e a presenca de picnidios.
Nos soutos estudados os procedimentos de campo
envolveram uma avaliagdo geral, num percurso
sequencial, para observagao do estado sanitario da
parcela, procedendo-se a uma analise visual das
arvores a fim de detetar os sintomas do Cancro
do Castanheiro. Foi recolhido material vegetal
na zona de expansao de cancros virulentos (Vir)
ou de cancros curados (Hip). As amostras foram
retiradas com a ajuda de uma navalha ou com um
punch, sendo o material desinfetado com etanol
a 96 % entre cada colheita de uma nova amostra.
As amostras foram devidamente identificadas e
transportados para o laboratério, sendo guardadas
no frigorifico até ao isolamento do fungo.

Isolamento das estirpes de C. parasitica

Para o isolamento de C. parasitica utilizou-se o
meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA,
Difco, 39 g L), distribuido em placas de Petri.
O manuseamento do material vegetal e os
isolamentos foram realizados em condi¢des de
assepsia, na camara de fluxo laminar. Cada secgao
de madeira foi colocada em etanol a 70% durante
dois minutos e flamejada ou lavada em agua
destilada esterilizada antes de ser transferida para
placas de Petri com o meio de cultura. As placas
foram incubadas a 25 °C na auséncia de luz durante
7 dias, tendo posteriormente sido expostas a luz do
laboratério durante 7 dias para desenvolvimento
de esporos (Robin et al., 2000).

Dois isolados de cada amostra foram selecionados
e guardados para estudo. Os isolados obtidos de
C. parasitica foram seguidamente purificados por
repicagem de uma porc¢ao de micélio, transferido
para novas placas com meio PDA. Os isolamentos
puros de C. parasitica foram conservados em tubos
de ensaio com PDA inclinado a temperatura de 4 °C.
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Severidade da doenca

Avaliou-se a incidéncia da doenga nos soutos e as
arvores foram classificadas quanto a severidade da
doenga provocada por C. parasitica com base na

Quadro 1 - Escala de severidade do cancro do castanheiro

aplicagao da escala de severidade de 1 a 5 proposta
por Juhasova e Bernadovicova (2001) como indica-
do no Quadro 1.

Indice de

] Sintomas
severidade
1 Arvore s
2 Presenca de um cancro com area reduzida
3 Presenga de dois cancros ou um cancro de extensao razoavel
4 Presencga de trés ou mais cancros e/ou areas afetadas muito extensas
5 Arvore sem viabilidade biologica.

Determinacdo de Grupos de Compatibilidade
Vegetativa (VCtype)

A determinacao dos grupos de compatibilidade
vegetativa (VCType) dos isolados com carateristi-
cas virulentas obtidos em laboratdrio, foi efetuada
de acordo com a resposta Barreira versus Fusao
proposta por Anagnostakis et al. (1986).

Efetuaram-se pareamentos de todos os isolados
com os isolados de referéncia Europeus (“Euro-
pean Testers”) EU-1, EU-2, EU-11, EU-12 e EU-66.
Utilizou-se meio PDA e cada placa foi dividida em
cinco partes. Cada uma destas se¢des foi inoculada

Quadro 2 - Isolados estudados com o primer BOX A 1R

com conideos da estirpe EU-1, e a uma distancia de
3 mm em cada se¢do, inocularam-se conideos de
cinco isolados portugueses dos soutos em estudo.
Repetiu-se o mesmo procedimento para as restan-
tes estirpes europeias EU2, EU-11, EU-12 e EU-66.

Caracterizagao molecular das populag¢des de C.
parasitica

Da colecao de C. parasitica obtida, foram seleciona-
dos aleatoriamente isolados obtidos em Felgueiras
e Vila Verde, pertencentes a grupos de compatibi-
lidade vegetativa diferentes, hipovirulentos ou vi-
rulentos (Quadro 2).

Referéncia do . Grul.)o.(?e e A .
isolado Origem Compatibilidade Viruléncia
Vegetativa (VCType)

EU 1 (referéncia) EU 1 Virulento

2 1vir Felgueiras 1 EU 11 Virulento
11 ThipA Felgueiras 1 EU 11 Hipovirulento
38 I vir Felgueiras 1 EU 11 Virulento
22 I vir Felgueiras 2 EU 1 Virulento
38 II vir Felgueiras 2 EU 11 Virulento
A2 hip Vila Verde 1 EU 2 Hipovirulento
All vir Vila Verde 1 EU 11 Hipovirulento
Al13 vir Vila Verde 1 EU 1 Virulento
BS5 hipB Vila Verde 2 EU 2 Hipovirulento
BS vir Vila Verde 2 EU 11 Hipovirulento
B16 vir Vila Verde 2 EU 12 Hipovirulento
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Destes isolados, foi extraido DNA das estruturas
estromaticas e hifas de cada isolado com o kit
Nucleospin (Macherey-Nagel), de acordo com
instrugdes do fabricante. Resumidamente, apds
um esmagamento inicial no tampao de lise com
pistoes adaptaveis aos microtubos de 1,5 ml, foi
promovida uma lise quimica e disrupgao celular
a 70° C com tampao de lise contendo proteinase
K. O DNA foi lavado com os tampoes de lavagem
fornecidos, precipitado com etanol e recuperado na
membrana fornecida por centrifugagao. Foi obtida
uma solucao de DNA de cerca de 100 pl de volume.

Para a amplificacdo de sequéncias repetidas
do DNA com o primer BOX AIR, (Versalovic et
al.1994), foi optimizada a mistura de reacgao (20 pl)
constituida por 10 pl de Sigma ReadyMix RedTaq
w/MgCla, 1ul primer BOX A1R (10 mM), 3 ul solugao
de DNA e 6 ul Agua MilliQ estéril / PCR grade. A
amplificagao de DNA realizou-se de acordo com o
programa de amplificagao constituido por um ciclo
de 95 °C (7 minutos), seguido de 35 ciclos (1 minuto
a 94 °C, 1 minuto a 53 °C, 4 minutos a 72 °C), e um
ciclo final de 72 °C durante 7 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por electroforese horizontal em gel
de agarose 2% em TBE 1X, contendo 0,01 % de
GelRed (Biotium). Em cada gel, foi incluido 2,5
pl) de marcador de tamanho molecular (1 Kb
DNA ladder), previamente misturado com tampao
de carregamento. A electroforese decorreu a
uma voltagem constante de 100 V durante cerca
de 3 horas. Os fragmentos amplificados foram
visualizados sob radiagcdo ultra violeta e as
imagens gravadas em suporte informatico para
analise. A andlise foi realizada com o programa
freeware GelAnalyzer 2010a (Gel Analyzer.com) para
proceder a interpretacdo da mobilidade relativa

das bandas, utilizando as bandas obtidas da ladder
1 Kb como referéncia. A deteccdo automatica das
bandas produzidas nas linhas correspondentes as
amostras a analisar foi corrigida manualmente, e o
seu peso molecular (em pares de bases) foi estimado
por comparagao com as bandas do espectro daladder
de 250 a 1500 bp. Seguidamente, foi construida
uma matriz bindria em Excel para Windows para
o conjunto das amostras, sendo a presenca de
bandas com determinado peso molecular (+/- 5 bp)
assinalado com ‘1" e a sua auséncia com ‘0. A partir
desta matriz foi construido um dendrograma com
distancias euclidianas utilizando o programa Past
3.04 (Hammer et al. 2001), que foi utilizado para
averiguar a proximidade genética entre os isolados
testados e relaciona-la com as caracteristicas
escolhidas a priori, ou seja, a sua origem, viruléncia
e grupo de compatibilidade vegetativa - VCType.

Resultados

Severidade da doenca

Considerando a totalidade das arvores do souto de
Felgueiras, conclui-se que apenas 3% das arvores
avaliadas nao apresentam sintomas do Cancro do
Castanheiro, e na maioria dos castanheiros (86%) a
doenca manifesta-se com severidade de grau 2 ou 3.
A percentagem das arvores que estao gravemente
afetadas pelo cancro, em que se observou a
presenca de 3 ou mais cancros e/ou dreas afetadas
muito extensas é de 7% e 4% das arvores perderam
a sua viabilidade bioldgica (Figura 1).
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5 - arvore sem viabilidade biolégica

4 - presenca de trés ou mais cancros e/ou areas
afectadas muito extensas

3- presenca de dois cancros ou um cancro de
extensdo razodvel

2 - presenga de um cancro com area reduzida

1-4arvoresa

M % de arvores infetadas

Figura 1 - Incidéncia e severidade do cancro do castanheiro no Souto de Felgueiras. Percentagem de arvores para cada nivel

de infecao.

Na Figura 2 apresentam-se os resultados obtidos
no souto de Vila Verde, onde é possivel consta-
tar que apenas 4% das arvores avaliadas estavam
sas, ndo se verificando a existéncia de castanhei-
ros sem viabilidade biolégica. No entanto, 25%
dos castanheiros apresentavam varios cancros e/
ou cancros com areas extensas. Estes tultimos per-
tenciam a uma parcela com castanheiros com mais
de 30 anos. As arvores em questdao nao apresen-
tavam morte de ramos ou rebentac¢do adventicia,

mas foi de notar a existéncia de cancros curados.
Estas evidéncias aplicaram-se a todos os castanhei-
ros avaliados neste souto, independentemente da
severidade com que a doenga se manifestava. Nos
castanheiros mais jovens, em inicio de producao,
a quase totalidade destas arvores apresentava um
cancro com area reduzida e cancros curados. Em
alguns castanheiros ja nao se verificavam os sinais
e sintomas de cancro, verificando-se apenas a exis-
téncia de cancros curados nos troncos ou ramos.

5 - arvore sem viabilidade bioldgica

4 - presenca de trés ou mais cancros e/ou areas
afectadas muito extensas

3- presenca de dois cancros ou um cancro de
extensdo razoavel

2 - presenca de um cancro com area reduzida

1-arvoresa

H % de arvores infectadas

Figura 2 - Incidéncia e severidade do cancro do castanheiro no souto de Vila Verde. Percentagem de arvores para cada nivel

de infegdo.
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Os castanheiros do souto de Cepdes (Ponte de
Lima) apresentavam um grau de severidade da
doenca variavel entre 2 e 4. Dos 35 castanheiros
analisados, 29% nao apresentavam sintomas da
doenga, 26% foram classificados com grau 2; 23%
com grau 3 e igual percentagem com grau 4 (Figura

3). A maioria das arvores analisadas apresentavam
fendilhamento da casca (88,6%), e a presenca de
picnidios foi evidente em 22 arvores (63%). Neste
souto observou-se igualmente a existéncia de can-
cros curados, com uma incidéncia de 31%.

5 - arvore sem viabilidade biolégica

4 - presenca de trés ou mais cancros e/ou areas
afectadas muito extensas

3- presenga de dois cancros ou um cancro de

H % de arvores infectadas

£
=

I 23
I 2
[k

extensdo razoavel

2 - presenca de um cancro com area reduzida

1-arvoresa

Figura 3 - Incidéncia e severidade do cancro do castanheiro no souto de Cepdes- Ponte de Lima. Percentagem de arvores para

cada nivel de infecdo.

Caracterizacao dos isolados de C. parasitica

Sete dias apos incubagao a 25°C na auséncia de
luz, o crescimento de C. parasitica era bem visivel.
No caso dos isolados obtidos de cancros agressi-
vos observou-se micélio com a coloracgdo laranja e
a presenga de estruturas estromaticas também de

cor laranja e com esporos. Os isolados obtidos de
cancros curados apresentavam micélio aéreo bran-
co e auséncia de esporos.

Nos trés soutos em estudo recolheram-se um total
de 132 amostras obtidas de cancros agressivos e de
cancros curados conforme o indicado no Quadro 3.

Quadro 3 - Niimero de isolados obtidos de cancros ativos e curados em Felgueiras, Vila Verde e Ponte de Lima

N° total N° amostras Total isolados
Souto de Cancros Cancros ) ) )
. Virulentos  Hipoviruler
amostras ativos curados
Felgueiras 34 25 9 32 6
Vila Verde 50 24 26 26 18
Ponte de Lima 48 31 17 &5 0

No que diz respeito ao padrdo de crescimento do
micélio de C. parasitica em meio PDA, verificou-se
que apenas os isolados do souto de Cepodes apre-
sentaram crescimento irregular do micélio (Figura
4 a). Nos soutos de Felgueiras e Vila Verde o pa-

drao de crescimento do micélio dos isolados foi
uniforme (Figura 4b, c e d).

A coloragao do micélio predominante nos isolados
virulentos dos soutos de Felgueiras e Cepdes foi
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laranja (Figura 4 a, c e d), tendo neste tltimo souto
uma expressao muito significativa (81%). Nos isola-
dos do souto de Vila Verde observou-se predomi-
nancia de micélio com coloragdo amarela (Figura
4b). A cor vermelha alaranjada do micélio dos iso-
lados de C. parasitica foi pouco significativa (1% dos
isolados).

A percentagem de esporos com distribuicao disper-
sa no micélio de C. parasitica (Figura 4b) é mais re-
presentativa nos soutos de Vila Verde e Cepdes (13%
e 36%, respetivamente), enquanto no souto de Fel-
gueiras, foi mais representativa a distribuicao con-
céntrica dos esporos no micélio (11%). A distribuigao
dos esporos no micélio considerada mista, apenas
ocorreu nos soutos de Felgueiras e Vila Verde.

Figura 4 - (a) Isolado virulento 34 Vir - micélio com cresci-
mento laranja irregular com estromas cor de laran-
ja distribuidos de forma concéntrica no micélio de
Cryphnectria parasitica; (b) Isolado virulento A8
Vir - micélio amarelo uniforme com esporos casta-
nhos distribuidos de forma dispersa no micélio de
C. parasitica; (c) Isolado virulento B16 Vir - micélio
com crescimento laranja uniforme com estromas
cor de laranja distribuidos de forma mista (con-
céntrica/dispersa) no micélio de C. parasitica; (d)
Isolado virulento B4 Hip- micélio laranja uniforme
com estromas cor de laranja distribuidos de forma
dispersa no micélio de C. parasitica.

Grupos de compatibilidade vegetativa (VCType)

A determinacgdo dos grupos de compatibilidade
vegetativa (VCType) dos isolados com carateristi-
cas virulentas, efetuada de acordo com a respos-
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ta Barreira versus Fusdo permitiu concluir que
no souto de Felgueiras 84,2% dos isolados foram
classificados como pertencentes ao VCType EU-11;
13,2% ao VCTypeEU-2 e 2,6% enquadraram-se no
VCType EU-1.

O souto de Vila Verde (Figura 5) apresentou uma
maior diversidade de VCType. Assim, os isolados
deste souto pertencem aos VCIype EU-1 (2,2%),
EU-2 (304%), EU-11 (43,5%), EU-12 (13%), EU-66
(8,7%) existindo ainda o isolado A2 HipA (2,2%)
que nao apresentou compatibilidade vegetativa
com nenhum dos isolados estudados.

O souto de Cepdes apresentou 0s mesmos grupos
de compatibilidade, prevalecendo igualmente o
EU-11 (60%). Os restantes isolados ficaram inclui-
dos nos VCType EU-1 (8,2%), EU-2 (16,5%), EU-12
(9,4%), EU-66 (5,9%).

Figura 5 - Determinacdo de grupos de compatibilidade vege-
tativa (VCType): (a) Pareamento do isolado euro-
peu EU-12 com isolados 12A Vir; 12B Vir; 12C Vir e
13A Vir do Souto de Cepdes, todos os pareamentos
sdo incompativeis; (b) Pareamento do isolado eu-
ropeu EU-11 com isolados A2 Vir; A2 Hip; A4 Hip
e A13 Hip do Souto de Vila Verde, todos os parea-
mentos sdo compativeis.

Caracterizagio bioldgica e molecular das
populacoes de C. parasitica

A analise dos fingerprints genéticos obtidos por rep-
-PCR utilizando o primer BOX A1R obtidos apos
electroforese dos fragmentos de DNA amplificados,
sdo os apresentados na Figura 6. Pela sua analise
constata-se que nao foi possivel agrupar os diferen-
tes isolados de acordo com a sua origem geografica,
viruléncia ou grupo de compatibilidade vegetativa.
No entanto, a presenca de um produto de PCR de
cerca de 370 pb na maioria dos isolados, podera re-
velar alguma homogeneidade neste grupo.
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Discussao e Conclusao

Estudou-se a populacao de C. parasitica, em trés
soutos da Regido do Minho, localizados nos con-
celhos de Felgueiras, Vila Verde e Ponte de Lima.
O estudo da incidéncia e severidade do Cancro
do castanheiro mostrou que dos 221 castanheiros
analisados, vinte e um nao apresentavam sintomas
de cancro e quatro nao possuiam viabilidade biolo-
gica. Estes soutos apresentavam uma elevada inci-
déncia de Cancro do Castanheiro, mas também se
observou a existéncia de muitos cancros curados.

A andlise morfologica realizada segundo a meto-
dologia de Bissegger et al. (1997) permitiu separar
os isolados que apresentavam caracteristicas viru-
lentas, dos isolados que apresentavam carateristi-
cas hipovirulentas. Verificou-se que, dos isolados
obtidos a partir de amostras de cancros curados, 36
isolados apresentaram coldnias com caracteristicas
morfologicas de estirpes virulentas de C. parasiti-

ca. Resultados semelhantes foram também obtidos
nos estudos realizados por Bryner et al. (2014), que
também isolaram estirpes virulentas a partir de
amostras de cancros curados.

No souto de Felgueiras 84,2 % dos isolados obtidos
pertencem ao VCTypeEU-11, fato pouco comum no
resto da Europa e muito comum em Portugal. Os
estudos realizados por outros autores (Gouveia et
al., 2001; Braganga, 2007) tém tido resultados coin-
cidentes no que diz respeito a prevaléncia do VC-
Type EU-11. Neste souto, para além da baixa va-
riabilidade de VCType, os isolados hipovirulentos
obtidos pertencem ao mesmo VCType (EU-11) que
os isolados virulentos da populagao de C. parasiti-
ca, o que tera favorecido a generalizagao da hipovi-
ruléncia neste ecossistema, facilitando a recupera-
¢ao das arvores doentes.

No Souto de Vila Verde existe maior variabilidade
de VCType, tendo-se identificado seis grupos de
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compatibilidade vegetativa EU-1, EU-2, EU-11, EU-
12, EU-66 e ainda um isolado nao compativel com
os EU testers utilizados. O VCType mais represen-
tado é o EU-11 (43,5%), seguido do VCType EU-2
com 30,4% dos isolados.

O souto de Cepdes é composto por castanheiros
de origem nacional e castanheiros importados
de Franca. Verifica-se que existe variabilidade de
VCType, ao todo cinco grupos EU-1, EU-2, EU-11,
EU-12, EU- 66. O grupo predominante é claramen-
te o EU-11 (60%), seguido do EU-2 (16,5%),). A im-
portagao de porta-enxertos e varas para enxertia,
franceses, pode ter influenciado a variabilidade de
VCType encontrada neste souto, mas a dissemina-
¢ao do Cancro do castanheiro pelo souto parece ter
partido dos porta-enxertos nacionais, pois o VC-
Type EU-11 é o VCtype dominante na populagao
Portuguesa de C. parasitica sendo pouco comum
no resto da Europa (Braganga, 2007; Braganga et al.,
2007; Gouveia et al., 2010). Neste souto nao se conse-
guiu isolar estirpes hipovirulentas, mas verificou-
-se que existem muitos castanheiros com cancros
curados, pelo que se conclui que a hipoviruléncia
também esta presente neste souto.

A confirmagao da presenca de isolados com carac-
teristicas de hipoviruléncia (isolados de micélio
branco em Felgueiras e Vila Verde), a presenca de
elevado nimero de cancros curados e a presenca de
cancros ativos e cancros curados na mesma arvo-
re, indica a presenga e dispersao da hipoviruléncia
nestas diferentes subpopulagdes. Continuar o estu-
do destas subpopulagoes e dos hipovirus presentes
nos isolados brancos obtidos, permitird compreen-
der os fatores que determinam a sua presenca (foun-
der effect) e a sua dispersao. Conhecer a evolugao
da hipoviruléncia nestas subpopulagdes no Minho,
contribuira decisivamente para a aplicagao eficiente
da hipoviruléncia como meio de luta biolégica con-
tra cancro do castanheiro noutras regides do pais.
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