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Toxicidade de pesticidas sobre o fungo nematofago Pochonia chlamydosporia e seu efeito no

controlo do nematode Meloidogyne incognita

Resumo

Em cultura protegida, o tomateiro esta sujeito a uma grande diversidade de pragas e
doencas, entre elas, 0os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), que causam graves prejuizos.
Os nematodicidas tém vindo a ser banidos devido a sua toxicidade, pelo que se torna necessario
investigar estratégias sustentaveis para o controlo de NGR. Neste trabalho, foi avaliado, num ensaio
de campo, o sucesso de duas estratégias: a aplicacdo do fungo nematdfago
Pochonia chlamydosporia e a enxertia num porta-enxerto parcialmente resistente. O ensaio de
campo foi realizado numa estufa infestada por Meloidogyne incognita, onde foi instalado um
desenho de quatro tratamentos (combinacdes de enxertia e de aplicacdo do fungo). Paralelamente,
foram avaliados /n vitro os efeitos dos varios pesticidas aplicados no campo em diferentes fases
bioldgicas do fungo. Em campo, o fungo estabeleceu-se no solo apenas apos duas aplicacdes,
tendo colonizado o solo e as raizes de plantas dos varios tratamentos de modo semelhante, nao
sendo ainda encontradas diferencas entre tratamentos na reproducdo do nematode ou no
parasitismo dos ovos pelo fungo. Assim, nenhuma das estratégias aplicadas, nem a sua
combinacao, foram bem-sucedidas no controlo de M. /incognita. Pelos resultados dos testes /n
vitro, os pesticidas aplicados ao longo do ensaio podem ter afetado o estabelecimento do fungo,
reduzindo o seu desempenho como agente de controlo biolégico. Dos 12 pesticidas testados, em
geral, apenas os inseticidas Mesurol 200 e Oberon e fungicida Ridomil Gold R ndo produziram
efeito negativo no crescimento do fungo (p>0,05), tendo os fungicidas, de forma geral, provocado
um efeito negativo mais pronunciado. Os fungicidas Signum, Scala, Azbany, Cupramax e Melody
Cobre e o inseticida Boreal produziram um efeito inibitério dose-resposta no crescimento do fungo
com valores de Ec50 entre 5 e os 214 ppm. A germinacdo de clamidésporos em meio com
pesticida, a 100 ppm de substancia ativa, foi afetada por todos os pesticidas, a excecao de trés
inseticidas, enquanto a germinacao de clamidosporos expostos durante 45 dias aos pesticidas foi,
afetada por todas as formulacdes. Porém, foi possivel perceber que alguns pesticidas terdo maior
compatibilidade com o fungo e que estudos como este serao relevantes para a gestao sustentavel

de NGR.

Palavras-chave: agricultura; cultura protegida; nematodes-das-galhas-radiculares; tomateiro



Toxicity of pesticides on the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia and their effect on

the control of the nematode Meloidogyne incognita

Abstract

In a protected cultivation, tomato plants are susceptible to a great diversity of pests and
diseases, among them, root-knot nematodes (RKN), which cause serious damage. Nematicides
are being banned due to their toxicity, so it is necessary to investigate sustainable strategies for
NGR control. In this work, the success of two strategies was evaluated in a field trial: the application
of the nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia and grafting onto a partially resistant
rootstock. The field trial was carried out in a greenhouse infested by Meloidogyne incognita, where
a design of four treatments (combinations of grafting and application of the fungus) was installed.
The effects of the various pesticides, applied in the field, were evaluated /7 wvifro on different
biological phases of the fungus. In the field, the fungus was established in the soil only after two
applications, having colonized the soil and plant roots of the various treatments in a similar way,
with no differences found between treatments in the nematode reproduction or in the parasitism
of eggs by the fungus. Thus, none of the applied strategies, or their combination, were successful
in controlling M. incognita. From the results of /n vifro tests, the pesticides applied throughout the
test may have affected the establishment of the fungus, reducing its performance as a biological
control agent. Of the 12 pesticides tested, in general, only the insecticides Mesurol 200 and Oberon
and fungicide Ridomil Gold R did not produce a negative effect on the growth of the fungus (p
>(0.05), with the fungicides, in general, causing a more pronounced negative effect. The fungicides
Signum, Scala, Azbany, Cupramax and Melody Cobre and the insecticide Boreal produced a dose-
response inhibitory effect on the grouwth of the fungis with Ec50 values between 5 and 214 ppm.
The germination of chlamydospores in a pesticide medium, at 100 ppm active substance, was
affected by all pesticides, with the exception of three insecticides, while the germination of
chlamydospores exposed for 45 days to pesticides was affected by all formulations. However, it
was possible to realize that some pesticides are more compatible with the fungus and that studies

like the presente study will be relevant for the sustainable management of RKN.

Keywords: agriculture; protected cultivation; root-knot nematodes; tomato
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1. Consideragoes gerais

Os nematodes sado um grupo de invertebrados pertencentes ao filo Nematoda, com elevada
abundancia e diversidade taxondmica e funcional. Sendo os animais mais abundantes no planeta,
estao presentes em todos os niveis tréficos na cadeia alimentar no solo (van den Hoogen et al.,
2019) . Apesar da informacao sobre a abundancia deste grupo, sabe-se que muitas espécies estao
ainda por conhecer (De Ley, 2002; Ettema, 1998). E estimado que estes tenham divergido da
linhagem de um ancestral comum que resultaria nos filos Arthropoda e Chordata ha cerca de
1177 + 79 milhdes de anos (Wang et al., 1999). Além de serem organismos simples sem
segmentacdo e com uma forma geralmente cilindrica, sdo na sua maioria de dimensao
microscopica.

A sua estrutura, fisiologia e adaptabilidade permite o seu estabelecimento nos mais variados
habitats em comparacao com qualquer outro grupo multicelular. As comunidades de nematodes
estao envolvidas em varios processos que ocorrem no solo como o ciclo de nutrientes e
decomposicao da matéria organica, podendo atuar como bioindicadores das condicdes do solo
(Cortet et al., 1999; Sochova et al., 2006). No solo a estrutura destas comunidades é refletida
pelos diferentes grupos troficos que a compdem. Uma classificacdo amplamente utilizada é
baseada no grupo trofico dos diferentes nematodes (Yeates et al., 1993) entre nematodes de vida
livre e 0s nematodes fitoparasitas. Entre os diferentes tipos de nematodes fitoparasitas destacam-
se os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp., parasitas obrigatorios que
necessitam de plantas vivas para se alimentarem e reproduzirem. Estas espécies de nematodes
tém uma distribuicdo global e parasitam uma grande variedade de plantas e cultivares criando
interacoes através destas com outros organismos patogénicos (Loewenberg et al., 1959; Mai &
Abawi, 1987b; Manzanilla-Lopez & Hunt, 2008; Taylor & Brown, 1997). O dano causado a planta
pela atividade das espécies de NGR proporciona a criacao de complexos de doenca, atuando
sinergicamente com outros agentes patogénicos. Por exemplo, essa situacao ja foi observada com
fungos. Os danos causados pelo fungo Fusarium oxysporum sao maiores quando na presenca
destes nematodes (Mai & Abawi, 1987a; Powell, 1971; Taylor, 1990). Entre NGR e a bactéria
fitopatogénica Pseudomonas solanacearum, ocorre uma sinergia similar, uma vez que os danos
provocados pela bactéria sdo maiores em raizes infetadas pelos nematodes (Taylor, 1990).
Consequentemente, os NGR sado responsaveis por grandes impactos econémicos anuais na

agricultura mundial (Sasser & Freckman, 1987), embora o dano causado nao seja sempre



reconhecido pelo seu habitat ser no solo e as plantas nao apresentarem sintomas especificos na
parte aérea. Os NGR dificultam a absorcao de nutrientes e agua por parte da planta, levando a
sua murchidao, sendo comum ocorrerem zonas de fraco crescimento da cultura em campos de
cultivo (Nicol et al., 2011; Oka et al., 2000). E estimado que sejam responsaveis por
aproximadamente 5% da perda agricola global (Karssen, 2002).

A protecao das culturas contra o ataque de nematodes tem assentado tradicionalmente
na aplicacao de nematodicidas mas, devido a retirada do mercado de muitos pesticidas de sintese,
incluindo nematodicidas (UNEP, 2000), a necessidade de controlar doencas provocadas por
nematodes usando estratégias alternativas passou a ser vista com mais atencdo. A agricultura
intensiva convencional continua a depender amplamente da aplicacdo de fatores de producédo de
sintese quimica, porém, o uso deste tipo de compostos continua em declinio a medida que as
preocupacdes ambientais impdem legislacdo mais restritiva. Por exemplo, o nematodicida
dibromocloropropano (DBCP) foi descontinuado por volta dos anos 1970 apdés evidéncias de
provocarem esterilidade masculina. Mais recentemente, outros nematodicidas tém tido as suas
licencas revogadas; o brometo de metilo, amplamente utilizado até 2005, era o mais eficiente
meio de combate a nematodes fitoparasitas e outras doencas e pragas de origem edafica.
Essencialmente, na Unido Europeia, mais nematodicidas tém vindo a ser banidos do mercado,
como € o caso dos compostos com aldicarbe e dicloropropeno, estando outros em avaliacao, como
¢ 0 caso do oxamil, um dos nematodicidas mais utilizados atualmente (Lilley et al., 2011).

Estes produtos de protecao das plantas consistem numa formulacdo de varios compostos
quimicos associados a uma ou mais substancias ativas, sendo estas responsaveis pela atividade
biologica do pesticida. Atualmente, o uso de qualquer tipo de formulacao é fortemente regulado
pela Comissao Europeia, seguindo um conjunto rigoroso de diretrizes como consta no regulamento
de execucao (EU) No 844/2012. De modo a garantir a seguranca da saude humana e ambiental,
incluindo os residuos nos alimentos e efeitos na saude animal ndo-alvo e no ambiente, todas as
substancias ativas tém de ser revistas até um maximo de 10 anos. Ao mesmo tempo, € promovido
um sistema de producao agricola — Protecdo Integrada - cujos principios sustentam uma
abordagem que passe por uma reducdo de pesticidas para niveis que sejam economica e
ecologicamente sustentaveis promovendo a substituicdo dos métodos tradicionais por alternativas
mais sustentaveis (European Commission, 2016). Face a todas estas medidas, houve um aumento
substancial da investigacao que visa encontrar métodos alternativos mais sustentaveis como

agentes de controlo biologico (Jatala, 1986; Stirling, 2014). Estes ocorrem naturalmente em



ecossistemas com baixo impacto humano e podem ser, por exemplo, bactérias ou fungos. O fungo
nematofago Pochonia chlamydosporia ¢ um dos agentes mais estudados, sobretudo quando se
compreendeu que existia um equilibrio entre as populacdes de nematodes e dos seus parasitas
em solos supressivos a nematodes (Kerry et al., 1980). Para os agentes de controlo biologico
serem considerados viaveis ha que entender primeiramente a eficiéncia destes quando conjugados
com métodos tradicionais da protecao de culturas em agroecossistemas convencionais, tendo
igualmente em consideracao o fator economico e reduzido impacto nocivo no ambiente.

No entanto, apesar dos NGR constituirem um problema recorrente em culturas horticolas,
outras doencas e pragas podem ter grande impacto econdmico. Entre as que causam maiores
prejuizos na cultura do tomate, destacam-se o oomicete mildio do tomateiro - Phytophthora
Infestans — e a traca-do-tomateiro 7ufa absoluta (Urbaneja et al., 2012).

O mildio do tomateiro é considerado uma das doencas mais temidas pelos produtores.
Responsavel pelas maiores quebras de producdo e de maior area territorial afetada no passado
em Portugal, o mildio afeta toda a parte aérea da planta (Abrantes et al., 2007; Lopes & Simdes,
2006). A traca-do-tomateiro é atualmente uma das maiores pragas em Espanha, tendo ja sido
encontrada amplamente distribuida em Portugal na cultura de tomate. Nativa da América do Sul
com um enorme potencial de expansao relativamente a zona nativa aliado a falta de inimigos
naturais (Luna et al., 2007), o inseto pode atacar uma cultura de tomate em qualquer fase de
desenvolvimento da planta com prejuizos até 100% (Cely et al., 2010; Cuthbertson et al., 2013;
Desneux et al., 2010).

Por estas razdes, uma vez que a cultura do tomateiro € sensivel a inimeras outras doencas
e pragas, os produtores convencionais nao estao limitados a utilizacdo de nematodicidas. Face a
outros agentes patogénicos, véem-se na obrigacao de utilizar diferentes pesticidas como fungicidas
e inseticidas. Consequentemente, a cultura do tomate é sujeita a aplicacdo de uma multiplicidade

de pesticidas sintéticos correntemente utilizados.

2. Cultura de tomate (Solarum lcopersicum)

O tomateiro, Solanum lycopersicum (syn. Lycopersicon esculentum), pertence a familia
Solanaceae, a que pertencem ainda outras culturas horticolas como a batateira e o pimenteiro.
Inicialmente classificado por Lineu no género So/anumem 1753 sob o nome de S. /ycopersicum,
a designacao da espécie foi durante muito tempo um tema de discussao segundo varios autores

(Foolad, 2007; Peralta & Spooner, 2006). Nativo da América do Sul (Bergougnoux, 2014; Jenkins,



1948), de onde foi importado por volta do século XVI, o tomateiro encontra no clima temperado
da bacia mediterranea condicdes ideais para o seu cultivo. Recentemente tem sido mais cultivado
em estufa devido ao aumento populacional, o que gerou uma maior procura do fruto, tendo em
conta as suas propriedades nutricionais como o licopeno e a vitamina C. O aumento de virus e
doencas nas plantas de tomateiro e consequente perda de producao é outra das razdes que levou
a sua producdo ser realizada em estufas (Hanssen & Lapidot, 2012).

Condicdes deficientes em producdes horticolas como o excesso de humidade ambiental,
estrutura irregular de estufas, mas desinfestacdes do solo e falta de rotacdo de culturas sdo um
problema com importancia global no contexto de producado (Abrantes et al., 2007). Por
conseguinte, o cultivo do tomate é submetido a um grande stress bidtico e abiotico, o que tem
levado a perdas econdmicas nestas condicdes. Enquanto os fatores abidticos estao relacionados
com 0 excesso ou caréncia de agua e/ou nutrientes ou da acdo de substancias toxicas, os fatores
bidticos causadores de stress estao associados geralmente a varios inimigos do tomateiro, entre
0s quais pragas, doencas e infestantes (Amaro, 2003).

As pragas abrangem agentes macroscopicos complexos como insetos, acaros, moluscos e
vertebrados (Tabela 1). Entre os varios organismos que constituem pragas, destacam-se as tripes,
entre outros, que podem provocar danos direta e indiretamente uma vez que além de se
alimentarem da planta sdo responsaveis pela transmissao do virus TSWV (7omato spotted wilt
virus) (Best, 1968; Hanssen & Lapidot, 2012). A traca-do-tomateiro tem devastado culturas de
tomate apds ter sido detetada inicialmente em Espanha em 2006 e se ter propagado ao longo da
bacia mediterranica. Uma vez ndo controlada eficientemente pode provocar cerca de 80-100% de
perda de produtividade (Desneux et al., 2010). As larvas deste organismo alimentam-se das folhas
e caules assim como do fruto do tomateiro, podendo ainda afetar varias outras culturas horticolas
como a batata e o pimento. O seu potencial de invasdo associado ao aumento da sua resisténcia
a inseticidas e outros compostos (Siqueira et al., 2001; Siqueira et al., 2000) fazem desta praga
uma ameaca Séria a culturas horticolas. Entre as pragas com importancia econémica na cultura
do tomateiro estdo o acaro do bronzeamento do tomateiro, Aculops lycopersici; € a mosca branca

- Bemisia tabaci (Lopes & Simdes, 2006) .



Tabela 1. Principais pragas da cultura do tomate (adaptado de Abrantes et al., 2007)

Pragas Espécies

Acaros Acaro-branco (Polyphagotarsonemus latus)
Acaro-do-bronzeamento-do-tomateiro (Aculops lycopersici)
Dipteros Larvas-mineiras (Liriomyza trifolii, L. huidobrensis)
Homopteros Afideo-da-sardinheira e batateira (Aulacorthum solani e
Macrosiphum euphorbiae)
Mosca-branca (7rialeurodes vaporariorum)
Lepidopteros Traca-do-tomateiro ( 7uta absoluta)
Lagarta-do-tomate (Helicoverpa armigera)

Tisanopteros Tripe-da-California (Frankiiniella occidentalis)

As doencas das plantas sdo causadas por agentes microscépicos como fungos, bactérias,
virus e nematodes (Tabela 2). No caso do mildio, o oomiceto P. infestans ataca a parte aérea da
planta, incluindo o caule, folha e fruto sobretudo em condicdes de elevada humidade, levando a
acentuadas perdas econdmicas. A semelhanca do mildio, a doenca vulgarmente conhecida como
podriddo cinzenta, causada pelo fungo Boirytis cinerea, afeta a parte aérea da planta causando
quebras de producdo. Os nematodes, nomeadamente os fitoparasitas, sdo igualmente
responsaveis por grandes quebras de producdo na cultura do tomateiro. Geralmente afetam
diretamente as raizes da planta, mas as nematoses causam também sintomas inespecificos na
parte aérea da planta, como a clorose das folhas e a queda das folhas e frutos e/ou sua reducao,
bem como a murchiddo da planta (Abrantes et al., 2007). Como estes sintomas se situam na
parte aérea da planta e ndo sao especificos do ataque de nematodes fitoparasitas, sdo muitas
vezes confundidos com uma deficiéncia quimica de nutrientes ou outros desequilibrios do solo

(Webster, 1969).



Tabela 2. Principais doencas da cultura do tomate (adaptado de Abrantes et al., 2007)

Doencas Espécies

Bacterioses Mal-murcho-do-tomateiro (Ralstonia solanacearum)
Ponteado bacteriano (Pseudomonas syringae pv.tomato)
Micoses Altermariose (Alfernaria daucit. sp. solani)
Fusariose vascular (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici)
Mildio (Phytophthora infestans)
Rizoctonia (Rhizoctonia solani)
Podridao cinzenta (Botrytis cinerea)
Viroses Bronzeamento do tomateiro (7omato spotted wilt virus — TSWV)
Amarelo do tomateiro (7omato chlorosis virus — ToClj

Nematoses Nematodes-das-galhas-radiculares (Meloidogyne spp.)

3. Nematodes-das-galhastadiculares

Os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR) sdo nematodes pertencentes ao género
Meloidogyne e estao mais amplamente distribuidos do que qualquer outro género de nematodes
fitoparasitas (Sasser, 1977), sendo considerado o género economicamente mais relevante (Jones

etal.,, 2013)

3.1 Ciclo de vida de NGR

O ciclo de vida destes organismos ¢ ilustrado na Figura 1. Os ovos sdo depositados pela
fémea numa matriz gelatinosa denominada massa de ovos, que pode conter cerca de mil ovos.
Ainda dentro do ovo, apds o desenvolvimento embrionario, o jovem do 1° estadio (J1), sofre uma
muda tornando-se num jovem de 2° estadio (J2) que seguidamente eclode, ficando livre no solo.
Este é o estadio infetivo, que se desloca na rizosfera em busca da raiz de uma planta hospedeira.
0 J2 penetra entdo na raiz, geralmente logo acima da coifa, usando o estilete para perfurar as
células vegetais. Apds migracao, o J2 fixa-se em um dado local da raiz, continua a alimentar-se e
vai injetando varias secrecoes que provocam crescimento das células no cilindro vascular levando
a hipertrofia por aumento da taxa de divisdo celular no periciclo — hiperplasia — induzindo a
formacao de células gigantes e provocando formacao de galhas na raiz. As fémeas de Meloidogyne

alimentam-se do citoplasma destas células, cuja densidade e teor em proteina e outros compostos



€ superior ao das células circundantes. Nesta fase e nestas condicdes, o J2 vai continuar a
alimentar-se aumentando de tamanho e sofre trés mudas até atingir o estadio adulto, em que se

torna globosa (Taylor & Sasser, 1978).
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Figura 1. Esquema do ciclo de vida de Meloidogyne spp. (retirado de Abrantes et al., 2007)

De um modo geral, as espécies anfimiticas, ou seja com fertilizacdo cruzada, séo
relativamente mais especificas quanto ao seu hospedeiro, enquanto as espécies sem
especificidade de hospedeiro se reproduzem por partenogénese mitdtica (Jepson, 1987). No
entanto, mesmo quando apenas consideramos o género Meloidogyne existem varias excecoes
tanto na especificidade de hospedeiro como no seu tipo de reproducao (Blok et al., 2008;
Castagnone-Sereno et al., 2013; Jepson, 1987; Taylor & Sasser, 1978). Como o movimento destes
nematodes no solo é reduzido, assim como o fluxo génico, ndo existe grande beneficio na
reproducao sexual. Por essa razao, a partenogénese mitotica permite contrariar essas limitacées
aumentando o seu potencial de colonizacéo, e a sua importancia na agricultura. Neste tipo de
reproducao, no processo de oogénese da-se apenas uma divisao mitética sem reducéo no numero

de cromossomas (Sasser & Carter, 1985; Triantaphyllou, 1981).



4, Estratégias de protecdo de cufturas contra NGR

Um vasto leque de estratégias na protecao de culturas contra NGR tém sido utilizadas, no
entanto, com sucesso variavel. Tradicionalmente, o controlo quimico era o mais eficaz e utilizado
contra NGR pela aplicacao de nematodicidas de sintese. Como referido anteriormente, um método
amplamente utilizado era a aplicacdo de brometo de metilo, que funciona como um biocida de
grande espectro de acao, com alta toxicidade, acabando por ser prejudicial para os organismos
edaficos, sendo estes benéficos ou patogénicos. Este nematodicida acabou por ser banido na
Europa em 2005 pelos seus efeitos nefastos na camada do ozono (European Union, 2000; Noling
& Becker, 1994). O uso de pesticidas quimicos de sintese como nematodicidas continua a ser dos
métodos mais utilizados na agricultura convencional, apesar destes também constituirem um
problema para a salide ambiental pela sua toxicidade. Consequentemente, alguns pesticidas estdo
em risco de verem a sua utilizacdo banida segundo as diretivas da Unido Europeia (Arena et al.,
2018). Por esta razdo, outros métodos tém vindo a ser cada vez mais utilizados trazendo, no

entanto, novas vantagens e desvantagens.

4.1 Controlo fisico e alteracdo do solo

A solarizacao consiste num método de desinfecdo fisico que assenta na cobertura do solo
com uma pelicula de polietileno transparente durante um periodo de até 2 meses. Desta forma,
através da energia solar, é possivel um sobreaquecimento do solo até temperaturas de 35 a 55°C
até uma determinada profundidade. Além de facil aplicacao, ndo é prejudicial ao ambiente e pode
aumentar o nivel de produtividade (Streck et al., 1995; DRAPN, 2018). No entanto o seu uso nao
¢ um método adequado a culturas extensas ou locais de relevo acentuado (Elmore et al., 1997).
Ainda, em regides temperadas o método de solarizacdo & menos eficiente no controlo de agentes
patogénicos das plantas e, além de o seu tempo de acdo ser reduzido e estes agentes re-
colonizarem apos uma desinfecao inicial, este método também podera eliminar outros organismos
do solo, como agentes de controlo bioldgico (Mahrer et al., 1987). Para ser utilizado, este método
requer que o solo esteja livre por um més, ou mais tempo, durante a estacao quente de cultivo, o

que pode ser economicamente desfavoravel para alguns produtores de horticolas (Katan, 1981).



4.2 Controlo cultural

Métodos culturais para o controlo de NGR incluem, entre outros, o uso de cultivares
resistentes e rotacado de culturas com cultivares ou espécies menos suscetiveis. A rotacdo de
culturas com plantas nao-hospedeiras permite a supressao da densidade populacional destes
fitoparasitas e consequente prevencdo de danos para as culturas seguintes (Chen & Tsay, 2006).
Também se utiliza a pratica de consociacao de culturas, que consiste no cultivo conjunto de varias
culturas, e permite uma diminuicao do stress das plantas e o enriquecimento do solo, uma vez
que as relacdes de varios agentes patogénicos com plantas criam predisposicao a ocorrer em
monoculturas (Altieri & Liebman, 1986).

Outro método de controlo cultural cada vez mais utilizado é a enxertia de horticolas.
Atualmente ja com muitas cultivares comerciais disponiveis, tem revelado resultados positivos
sobretudo em solos que oferecem dificuldade de crescimento a cultura de tomate como resultado
da acdo de populacdes de nematodes fitoparasitas (Barrett et al., 2012; Singh et al., 2017). Esta
técnica iniciou-se no Japao no inicio do século passado para a cultura de melancia, alcancando
tamanho sucesso que na década de 1990 em 95% da cultura de melancia ja se utilizava esta
técnica (Peil, 2005). O modo de enxertia pode variar mas de uma forma geral consiste na uniado
do tecido de duas plantas — o0 enxerto e o porta-enxerto — sendo o primeiro a parte superior da
planta enquanto o porta-enxerto é a parte inferior e responsavel pelo sistema radicular.
Agronomicamente e sobretudo num contexto de producdo, € muito importante, uma vez que
permite combinar varias caracteristicas desejaveis tanto above ground como below ground, tais
como a qualidade dos frutos e a resisténcia a agentes patogénicos do solo, respetivamente. A
enxertia ¢ também utilizada para conferir a planta resisténcia a seca e melhor absorcdo de
nutrientes (Kumar et al., 2017).

Apesar de todas estas condicOes, a enxertia na cultura do tomateiro tem sido utilizada
particularmente pela sua resisténcia contra NGR, conferida pela presenca do gene M/ 1.2. Este
gene foi descoberto num parente selvagem do tomateiro, Solanum peruvianum, e posteriormente
incorporado no tomateiro de cultivo por introgressdo (Rossi et al., 1998; Seah et al., 2004)

Os porta-enxertos resistentes tém sido cada vez mais utilizados na cultura de tomate, e,
segundo varios estudos de investigacdo, tém demonstrado eficiéncia no controlo de NGR,
dependendo da cultivar do porta-enxerto (Rich & Olson, 1999; Sorribas et al., 2005; Verdejo-Lucas

& Sorribas, 2008). No entanto, apesar de a sua resisténcia conferir uma grande vantagem mesmo
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em solos com altas densidades de NGR, o gene Mi é sensivel a temperatura do solo a partir dos
28°C, diminuindo a sua expressao (Dropkin, 1969; Verdejo-Lucas et al., 2012). Além disso, outra
desvantagem dos porta-enxertos baseia-se na durabilidade da sua resisténcia pela potencial
selecdo de nematodes virulentos (Ros et al., 2006, 2004) o que tem levantado preocupacéo sobre

0 uso e exclusividade deste método.

Resumidamente, nenhum método, fisico ou cultural, revela uma taxa de sucesso ao ponto
poder ser utilizado singularmente, especialmente no presente com todo o conhecimento cientifico
existente. Dado que o tomate é uma das producdes horticolas de consumo em fresco com maior
producdo, tendo atingido o 2° lugar de producdo em 2017 com um total 97.000 toneladas, tendo
apenas a cultura da batata tido producdo mais elevada (INE, 2017), é natural o aumento da
consciencializacdo dos consumidores em relacdo ao efeito nefasto de pesticidas quimicos. Esta
consciencializacao acaba por se traduzir numa maior aposta na producao integrada, que combina
as melhores praticas ambientais com um nivel de biodiversidade superior, utilizando substancias
e processos naturais (DGADR, 2018). Como resultado, nos Gltimos anos tem aumentado a
investigacdo sobre os agentes de controlo bioldgico de nematodes, existindo ja certas formulacdes

comerciais a base de fungos e outros antagonistas de nematodes.

4.3  Controlo bioldgico

O controlo bioloégico € um processo natural em ecossistemas de solos com baixo impacto
humano. Estas condicdes alteram-se quando os mecanismos biologicos que sustém este
equilibrio, por exemplo inimigos naturais, deixam de estar presentes ou ativos, permitindo a
desestabilizacao das densidades de populacées de nematodes. Alguns destes inimigos naturais
de NGR estao ja referenciados ha bastante tempo e tém sido submetidos a intensa investigacao
cientifica.

A bactéria Pasteuria penetrans é um parasita obrigatorio de NGR com potencial como agente
de controlo bioldgico (Brown et al., 1985; Davies, 2009; Sayre, 1980). Esta &€ uma bactéria
formadora de esporos que se aderem a cuticula dos jovens de NGR. Depois de infetarem a raiz,
0s NGR comecam o seu processo de alimentacao e os esporos germinam, penetrando a cuticula
com um tubo germinativo formando micro-colénias vegetativas que colonizam todo o corpo do

nematode. Quando ocorre esporulacao das micro-colonias apds fragmentacao, a fémea de NGR
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fica cheia de esporos e incapacitada para a reproducao (Sayre & Wergin, 1977). No entanto,
apesar dos esporos aderirem a cuticula de diferentes espécies de nematodes, certas populacdes
de P. penetrans sao muito especificas quanto ao seu hospedeiro (Stirling, 1985). Como a rizosfera
constitui um importante nicho ecologico, muitos organismos prosperam na zona onde a exsudacao
radicular € mais intensa enquanto outros organismos crescem na zona da epiderme ou no cortex
radicular. Por estas razdes, outros agentes de controlo biologico partilham o mesmo habitat
havendo multiplas interacdes na microfauna do solo, como é o caso do fungo 7richoderma
harzianum (Curtis et al., 2011).

Trichoderma ¢ um género de fungos que vivem tanto no solo como nas raizes. Ja foram
registados em alguns isolados deste fungo beneficios para as plantas tanto a nivel da colonizacao
da raiz e da sua absorcao, como do crescimento da planta e consequentemente, a sua
produtividade (Inbar et al., 1994; Kleifeld & Chet, 1992; Yedidia et al., 1999). Sendo antagonistas
de uma variedade de pragas e doencas consideradas economicamente importantes, estes fungos
tém sido avaliados como agentes de controlo bioldgico contra nematodes. A sua interacao com os
NGR pode direta ou indiretamente influenciar as populacdes destes fitoparasitas, seja pela inducao
de resisténcia nas plantas seja por varios mecanismos afetarem os NGR como a antibiose -
producdo de metabolitos toxicos - e ainda a sua capacidade de parasitar nematodes (Fravel, 1988;
Harman, 2006; Harman et al., 2004; Viterbo et al., 2007). O fungo é responsavel por libertar
varias substancias como enzimas (proteases) que atuam no processo digestivo tanto no
parasitismo dos ovos como na imobilizacdo de J2 dentro de ovos em massa de ovos (Sharon et
al., 2001).

Entre os varios fungos utilizados como agentes de controlo bioldgico, um dos mais
estudados e com resultados mais promissores para a gestdo de NGR é o fungo nematdfago

Pochonia chlamydosporia.

5. Pochona chilamydosporia como agente de controlo bioldgico

O fungo P. chlamydosporia foi referido pela primeira vez como parasita de ovos de
nematodes em 1974 por Wilcox e Tribe no Reino Unido. Subsequentemente tem sido amplamente
estudado para avaliar a sua capacidade como agente de controlo biolégico e revisto
extensivamente (Kerry, 1997; Kerry, 2000; Kerry & Hirsch, 2011; Lopez-Llorca et al., 2007;
Manzanilla-Lépez et al., 2012; Sayre & Walter, 2003).
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Anteriormente designado como Verticillium chlamydosporium, este fungo € parasita
facultativo de ovos de nematodes-de-quisto (Heterodera spp. e Globodera spp.) e de NGR,
encontrando-se distribuido globalmente e em diferentes tipos de solo, tendo a capacidade de
crescer saprofiticamente no solo na auséncia de nematodes. Quando na rizosfera, consegue
colonizar as raizes de espécies hospedeiras e ja foi registado o seu comportamento endofita em
algumas espécies de Solanaceae e Poaceae, ndo tendo atividade patogénica mas podendo até
fornecer a planta resisténcia a agentes patogénicos sem prejudicar o crescimento desta (De Leij
& Kerry, 1991; Lopez-Llorca et al., 2002; Macia-Vicente et al., 2009). Alguns isolados do fungo
tiveram inclusive um papel importante como promotores de crescimento de diferentes plantas
(Dallemole-Giaretta et al., 2015; Dias-Arieira et al., 2011; Escudero & Lopez-Llorca, 2012; Monfort
et al., 2005).

De entre as principais caracteristicas que fazem de P. chlamydosporia um potencial agente
de controlo biologico, as trés que mais se destacam sdo: a) capacidade de criar clamiddsporos b)
colonizacao da rizosfera e c¢) parasitismo de ovos de nematodes. Estas caracteristicas variam, no
entanto, de acordo com o isolado de P. chlamydosporia (Abrantes et al., 2002; De Leij & Kerry,
1991). Apesar dos conidios e fragmentos de hifas apresentarem uma reduzida taxa de
sobrevivéncia no solo, os clamiddsporos sao resistentes sem fonte de energia adicional (Kerry et
al., 1993; Manzanilla-Lépez et al., 2013; Mauchline et al., 2002). A pratica de rotacéo de culturas
ajuda a promover a colonizacdo da rizosfera pelo fungo desde que realizada com culturas
compativeis. Isto &, pelo facto de que diferentes plantas libertam diferentes exsudatos, os quais
contém os nutrientes de que o fungo necessita, além da capacidade de suporte. Para a planta
contribuir para o crescimento do fungo, esta deve ter uma capacidade de suporte de pelo menos
200 UFC’s (Unidades formadoras de coldnias) /cm? de raiz (Kerry, 2000). Varios ensaios foram ja
realizados para testar a eficacia do parasitismo de P. chlamydosporia sobre diferentes tipos de
nematodes parasitas, apresentando capacidade no controlo de diferentes espécies de
Meloidogyne, tanto em vaso em condicdes controladas como em estufa (De Leij & Kerry, 1991;
Hidalgo-Diaz et al., 2000; Kerry & Bourne, 1996; Verdejo-Lucas et al., 2003; Vieira dos Santos et
al.,, 2019). No entanto, concluiu-se que o fungo nao parasita nematodes no estadio ativo, mas
apenas ovos de NGR que se encontrem a superficie da raiz, sobretudo os que se encontram na
fase inicial do desenvolvimento embrionario (Irving & Kerry, 1986; Kerry, 1995). Adicionalmente,
foi possivel concluir que o sucesso do fungo no estabelecimento no solo e, consequentemente, no

seu controlo bioldgico pode ser muito variado. Os isolados de P. chlamydosporia com elevado
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sucesso de parasitismo de ovos de nematodes nem sempre sao efetivamente bons colonizadores
no solo e da superficie da raiz (Kerry & Bourne, 1996; Vieira dos Santos et al., 2019). Embora
diferentes isolados possuam diferente tolerancia a temperatura, quando estes sao inoculados no
ambiente sdo submetidos a fatores abioticos instaveis que podem influenciar o estabelecimento
do controlo biologico (Irving & Kerry, 1986; Luambano et al., 2015; Magan, 2001; Vieira dos
Santos et al., 2013). O tipo de solo ¢ também um fator importante no estabelecimento do fungo,
dado que os solos arenosos potenciam o seu estabelecimento apds aplicacdo (Verdejo-Lucas et
al., 2003).

De modo a potenciar o efeito do fungo contra as infestacées de NGR, é necessario um
profundo conhecimento sobre a ecologia dos trés organismos — fungo, NGR e planta - e da sua
relacao tritréfica. Por exemplo, o parasitismo dos ovos pelo fungo pode ser afetado por varios
fatores. Alguns ensaios efetuados sugerem uma relacdo entre as variaveis pH, azoto e carbono e
a acdo da enzima VCP1 - enzima envolvida no processo de infecdo dos ovos de nematodes (Ward
et al.,, 2012). Segundo Vieira dos Santos et al., 2014, o sucesso de P. chlamydosporia como
controlo biologico pode aumentar quando aplicado associado a outras técnicas que limitem a
infestacdo inicial por populacdes de nematodes, como por exemplo, sprays foliares com indutores
de defesa das plantas. Tendo em conta o potencial da enxertia em porta-enxertos parcialmente
resistentes contendo o gene M para prevenir a infecdo das raizes na fase inicial de cultivo de
tomateiro, perspetiva-se que esta também seja uma técnica que permita atuar em sinergia com a

aplicacao de P. chlamydosporia para o controlo de NGR.

6. Efeitos de pesticidas sobre Pachoria chlarmydosporia

A aplicacao de agentes de controlo biologico para a protecéao da cultura de tomate contra o
ataque de NGR devera ser compativel com a aplicacado de outros métodos de protecdo da cultura
contra o ataque de outras doencas e pragas. A partir de investigacao e estudos anteriores tem-se
conhecimento do potencial nefasto de alguns pesticidas sobre muitas espécies que habitam no
solo, incluindo fungos e outros organismos. Foi possivel aferir que os fungicidas, previsivelmente,
eram 0s que apresentavam maior risco para fungos considerados como possiveis agentes de
controlo biolégico, em oposicao aos herbicidas e nematodicidas, que nao revelaram qualquer efeito
significativo no crescimento do fungo a excecdo do nematodicida Oxamil, em concentracdes

elevadas (Crump & Kerry, 1986). . No entanto, quando testado em microcosmos a compatibilidade
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entre P. chlamydosporia e um dos fungicidas mais utilizados globalmente, Azoxistrobina, o ensaio
demonstrou um possivel decréscimo da sensibilidade do fungo com o tempo (Tobin et al., 2008).

Jacobs e Crump, (2003), testaram a compatibilidade de fungos nematéfagos - P
chlamydosporia e P. lilacinum - com varios compostos quimicos utilizados em infestacdes de
nematodes-de-quisto da batateira e, também, a sua habilidade para competir com outros fungos
naturais do solo. Chegou-se a conclusdo que o fungo Purpureocillium lilacinum era o que tinha
tinha o maior potencial como agente de controlo bioldgico podendo ser combinado com P~
chlamydosporia a par de um fungicida e, se necessario, o nematodicida Oxamil (Jacobs et al.,
2003). Resultados semelhantes foram obtidos por Nasu et al., (2019), testando diferentes
pesticidas com diferentes concentracdes no crescimento de P. chlamydosporia. Inicialmente,
verificou-se que o fungo era afetado pelos pesticidas influenciando o seu crescimento, no entanto,
este viria a estabelecer-se no solo e nas raizes das plantas de soja e algodado, concluindo-se do
ensaio que P. chlamydosporia pode ser aplicado em conjunto com alguns pesticidas sem
comprometer a sua atividade enquanto agente de controlo biolégico. Contudo, pesticidas como
Tirame + Carbendazime (fungicida) e Imidaclopride + Tiodicarbe (inseticida) revelaram ter um
efeito inibitério acentuado no crescimento de P. chlamydosporia em ensaios /n vitro. Apesar de
em condicoes de campo os resultados parecerem otimistas quanto a sobrevivéncia e
estabelecimento do fungo no solo, ¢ dificil apurar o impacto de compostos quimicos no solo dada

a sua complexidade bidtica e abidtica (Munnecke, 1972).

7. Objetivos

Os objetivos deste trabalho estdo interligados com os do projeto COCOON “Estratégias
sustentaveis combinadas para a gestdo de nematodes das galhas radiculares em cultura
protegida” -POCI-01-0145-FEDER-016611 (PTDC/AGR-PRO/3438/2014), sendo o trabalho
parcialmente inserido neste projeto de investigacao. Apesar dos estudos efetuados no fungo como
agente de controlo biolégico, pouco ainda se conhece sobre os efeitos de pesticidas em geral sobre
o fungo P. chlamydosporia e a compatibilidade da sua aplicacdo. Por essa razao, este estudo
ecotoxicolégico pretende investigar, /n wvitro, os efeitos diretos de pesticidas habitualmente
utilizados em agroecossistemas sob gestdo convencional no crescimento e producao de
clamidosporos do fungo P. chlamydosporia. Paralelamente, pretende-se avaliar o estabelecimento

do fungo no solo em cultura protegida de tomateiro enxertado, sob gestdo convencional, de modo
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a entender-se de que forma este é afetado pelos variados fatores de producao, o que permitira
ainda perceber se os métodos de enxertia e controlo biologico podem ser utilizados de forma
complementar.

Em suma, pretende-se ndo sé atualizar a informacédo existente acerca dos efeitos de
pesticidas na biologia de P. chiamydosporia mas, também desenvolver investigacao aplicada com

0 objetivo de melhorar o seu sucesso no controlo biolégico de NGR, quando associado a enxertia.

8. Hipdteses

Com este trabalho pretende-se avaliar as trés hipoteses seguintes, relacionadas com os
objetivos do trabalho acima expostos: i) os pesticidas comumente aplicados no cultivo de tomateiro
em cultura protegida sob gestdo convencional terdo um efeito negativo no fungo; ii) por
conseguinte, estes pesticidas afetardo negativamente o estabelecimento do fungo no solo e a sua
capacidade parasitica sobre ovos de NGR; e iii) a conjugacdo do método de enxertia com o controlo
bioldgico por P. chlamydosporiatera um efeito complementar mais bem-sucedido em comparacao

com a aplicacado de cada um dos métodos isoladamente.
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Il. MATERIAIS E METODOS



1. Ensaio de campo

1.1  Descricdo da area de estudo

Para a realizacao do presente trabalho foi instalado e conduzido um ensaio de campo numa
estufa de producdo comercial de tomate situada na Apulia (WGS84: 41.4758614, -8.7689483),
no conselho de Esposende, Braga, entre janeiro e julho. A estufa era composta por trés setores,
cada um dividido em dois subsetores com rega independente, tendo o ensaio sido conduzido num
s6 setor de rega, constituido por 6 linhas de plantacéo. O local do ensaio foi escolhido nesta zona
da estufa, que se sabia estar infestada por NGR, uma vez que esta seria, de acordo com o produtor,
a parte mais afetada por NGR. Os NGR foram identificados como pertencendo a espécie
Meloidogyne incognifa pela equipa do Projeto COCOON. Foi tracado o desenho experimental
(Figura 2) para o ensaio, que decorreu nas 3 linhas centrais do setor. Cada linha continha 10
talhdes com um total de 7 plantas a excecdo do primeiro talhdo com 15 plantas que servia de
zona-tampao. A plantacdo teve um compasso de 40 cm, tendo um espacamento de 2 m na
entrelinha. Foram definidos 4 talhdes em cada uma das trés linhas, que corresponderam a trés
repeticdes de cada um de 4 tratamentos, distribuidos aleatoriamente. De modo a evitar uma
possivel contaminacdo de talhdes adjacentes pelo fungo, os talhdes foram distribuidos
alternadamente, tanto na linha como entre linhas, tendo ficado todos os talhdes em estudo
intercalados por um talhdo ndo avaliado, onde foram cultivados tomateiros cv. Coracdo de Boi

enxertados na cv. Embajador.
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Linha 1 Linha 2 Linha 3

Fungo + cv. Embajador
2m EF1, EF2, EF3
EF2 Fungo + cv. Coragdo de Boi
BF1 E3 BF1, BF2, BF3
— ) E1,E2,E3
E1l EF3
0
E - BF2
EF1 _ ]» 2,9 metros (7 plantas)
E2
e -
Zona Zona Zona 6.2 metros (15 plantas)
Tampdo Tampio Tampdo

Entrada

Figura 2 - Esquema do desenho experimental do ensaio conduzido na estufa de tomateiros, ao
longo de trés linhas, cada uma com com 12 talhdes. As cores correspondem aos tratamentos B,
BF, E e EF, indicados na Tabela 3.

Os quatro tratamentos em estudo (Tabela 3) corresponderam a combinacdes da inoculacdo
com P. chlamydosporia com a enxertia das plantas no porta-enxerto comercial cv. Embajador (Rijk
Zwaan). Todas as plantas enxertadas foram conduzidas a duas hastes, enquanto as néo
enxertadas, conduzidas a uma haste, foram plantadas em duplicado para manter o nimero de

hastes por area (Figura 3).
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Figura 3. Aspeto geral dos tomateiros, na estufa do ensaio, um més apds a plantacao. A - tomateiro
enxertado em porta-enxerto Embajador; B - cv. Coracéo de boi plantada em duplicado.

Tabela 3. Designacdes atribuidas aos diferentes tratamentos dos ensaios realizados.

Referéncia Tratamentos
B Tomateiro cv. Coracdo de Boi nao-enxertado
E Tomateiro cv. Coracédo de Boi enxertado em cv. Embajador
BF Tomateiro nao enxertado + P. chlamydosporia
EF Tomateiro enxertado + P. chlamydosporia

1.2 Inoculagdo com P. chiamydbsporia

O fungo Pochonia chlamydosporia foi aplicado como indculo ao solo, no dia anterior a
plantacao dos tomateiros, nos talhdes designados a esses tratamentos (BF e EF). Em cada um
destes locais destinado a transplantacao do tomateiro, foi retirada com o auxilio a uma sonda uma
porcao do solo, seguidamente colocado num saco de plastico, ao qual se misturou o fungo contido
num tubo de 15mL com o in6culo constituindo uma concentracdo de 5000 UFC/g (total de 150
x 105 por alvéolo). Posteriormente, o saco foi remexido de modo a permitir distribuir uniformemente
o fungo naquele volume de solo, tendo sido devolvido ent&o ao alvéolo de onde tinha sido retirado

e que iria receber a planta no dia seguinte.

Apds dois meses, foi realizada uma segunda inoculacdo do solo com clamiddsporos de ~.

chlamydosporia (Figura 4). O procedimento foi ligeiramente diferente, uma vez que as plantas ja
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estavam bem enraizadas nos talhdes, pelo que, ao invés de aplicados diretamente no solo de cada
planta como referido para a primeira aplicacao, foi aberto um rego no solo paralelamente ao
alinhamento das plantas do talhao, no qual foi espalhado o indculo do fungo, tendo este rego sido

depois tapado e regado com agua.

1.3 Amostragem

A amostragem do solo da estufa foi iniciada no dia anterior a plantacdo (17 de janeiro) e
posteriormente realizada mensalmente até ao final do ensaio (Figura 4). Antes da aplicacdo do
fungo no solo, foram sempre retiradas trés amostras aleatorias com o auxilio de uma pa de
jardinagem, da zona central de cada talhdo, num total de aproximadamente 500g de solo por
talhdo, a uma profundidade de 10cm. O solo retirado das subamostras de cada talhao foi depois
misturado num balde, com a pa, de modo a homogeneizar a amostra composta, antes de ser
colocado no respetivo saco de plastico, devidamente identificado, e guardado no frigorifico. O

mesmo processo foi realizado para todos os 12 talhdes, independentemente do tratamento.

14  Determinacdo da populacéo do fungo no solo

Para se poder determinar a densidade da populacdo de P. chlamydosporia no solo, foi
retirada uma subamostra de solo de cada amostra composta de cada um dos 12 talhdes e
preparada uma diluicdo serial, misturando 1 g de solo numa solucdo de 9mL de WA 0,05% (Water
Agar), agitando de modo a homogeneizar a solucdo. Em seguida, foi pipetado 1mL desta solucéo
novamente para um novo volume de 9mL de meio WA a 0,05% obtendo uma diluicdo de 102 e, a
partir deste ultimo volume procedeu-se da mesma forma até atingir uma solucao de diluicdo 10-.
Apos agitacdo, foram pipetados 200 pL de cada diluicao, 102 e 103, para as placas de Petri de
9cm de diametro - duas repeticdes por diluicdo - com meio semi-selectivo (Kerry et al., 1993) e,
com a ajuda de uma ansa de vidro foram espalhados pela placa. O meio semi-seletivo foi
previamente preparado contendo 17g de meio CMA (Corn Meal Agar), 17,5g de NaCl e 75mg de
corante Rose Bengal, por litro de agua destilada. Apds esta solucao ter sido autoclavada, foram-

lhe adicionados 3 mL de Triton X-100, 37,5g de cada um dos fungicidas, Tiabendazol e
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Carbendazim, e 50mg dos antibidticos Sulfato de Estreptomicina, Cloranfenicol e Clorotetraciclina,
por litro de meio. Finalmente, cada placa foi devidamente identificada por talhao, diluicao e nimero
de repeticao, selada com parafilme e incubada a 25 °C no escuro. Apds cerca de 2 semanas,
quando as colonias ja estavam visiveis nas placas de Petri, foi feita uma observacéo individual de
cada placa para quantificar o numero coldénias de P. chlamydosporia. Todas as colonias que
visualmente e/ou a lupa aparentavam ser de P. chlamydosporia foram isoladas em meio de WA a
0,8% que promove o rapido crescimento do fungo e a sua esporulacdo (Irving & Kerry, 1986). O
isolamento foi feito na camara de fluxo vertical com o auxilio de palitos de madeira previamente
esterilizados, raspando primeiro nas colonias selecionadas e, a seguir, na placa com o meio WA a
0,8%. Apos o processo ter sido efetuado para todas as coldnias, as placas de Petri e as coldnias
foram referenciadas, novamente relativamente ao tratamento, talhdo, diluicdo, repeticao e data.
Ao fim de 3 a 4 dias procedeu-se a identificacdo das coldénias de P. chlamydosporia por observacao
das estruturas do fungo, ao microscopio estereoscopico e invertido. Ao mesmo tempo e de modo
a evitar erros na identificacdo da espécie, as colonias foram sempre comparadas com a cultura
do fungo utilizado em todo o ensaio, o isolado Pc-1a de P. chlamydosporia, o qual foi gentilmente
cedido pela Doutora. M. Clara Vieira dos Santos, do Laboratério de Nematologia do Centro de

Ecologia Funcional do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra.

1.5 Determinacéo da colonizacéo da raiz e parasitismo dos ovos

Na amostragem final, que decorreu seis meses apos inicio do ensaio, em 16 de julho, foram
levantadas as plantas centrais de cada talhao, que tinham vindo a ser amostradas ao longo do
ensaio: trés tomateiros enxertados nos tratamentos E e EF, e seis tomateiros (trés pares) nao
enxertados, que tinham sido plantados em duplicado, nos tratamentos B e BF. As raizes de cada
par de tomateiros ndo enxertados foram processadas como uma sé. Depois de ter sido eliminada
a maior parte do solo aderido as raizes, estas foram rotuladas e colocadas em tabuleiros
individualmente, sendo entao visualizadas para atribuicao do grau de danos, numa escala de O-
10, de acordo com a presenca, quantidade, distribuicdo e tamanho das galhas induzidas por NGR
(Bridge & Page, 1980). As raizes foram entdo guardadas em sacos de plastico e transportadas
para o laboratorio numa caixa refrigerada, e posteriormente armazenadas numa camara frigorifica

a 4 °C, até ao seu processamento.
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No laboratorio, as raizes foram lavadas com agua da torneira para retirar o solo aderente e
0 excesso de humidade foi depois retirado com papel absorvente. Foi entéo registado o seu peso
fresco, sendo depois cortadas em pedacos de cerca de 3 a 5 cm de comprimento, e separada
uma amostra representativa de cada raiz com o seu peso determinado e em que se quantificaram
visualmente as galhas e massas de ovos. Com a ajuda de uma pinca, foram recolhidas 5 massas
de ovos de cada sistema radicular para avaliacdo simultanea do nimero de ovos por massa de
ovos e do parasitismo pelo fungo. Uma outra amostra de 1 g de raizes finas foi separada de cada
sistema radicular, tendo sido reservada para averiguacdo da colonizacdo pelo fungo

P. chlamydosporia, de acordo com a metodologia-padrao (Abrantes et al., 2002).

15.1 Colonizacdo da raiz

As amostras de 1 g de raiz foram maceradas em 9 ml de WA (0,05%) em almofarizes
esterilizados, na camara de fluxo laminar vertical. Em seguida, 200 uL da suspensao obtida foram
transferidos para placas de Petri contendo meio semi-seletivo para P. chlamydosporia. Foram
preparadas trés placas por cada amostra de raiz, que foram seladas e incubadas no escuro a

25°C, sendo depois contabilizadas as UFCs do fungo como descrito em 1.4 (Abrantes et al., 2002).

1.5.2 Parasitismo dos ovos

As cinco massas de ovos colhidas como descrito acima foram maceradas cuidadosamente
em 1 mL de agua destilada esterilizada, com a ajuda de um pistao de plastico, em microtubos de
1,5 mL de capacidade. A suspensao obtida foi transferida com o auxilio de uma micropipeta para
placas de Petri contendo meio de WA a 0,8% com antibioticos. Foram preparadas trés caixas de
Petri por cada amostra de suspensao de ovos. As placas foram seladas com parafilme e colocadas
no escuro, a 25 °C, durante 3 dias, sendo entdo observadas ao microscopio estereoscopico para
determinacdo do numero total de ovos e da percentagem de ovos parasitados pelo fungo (Abrantes

et al., 2002)
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1.6 Aplicacéo de fatores de produgao

Apés a plantacao dos tomateiros foi realizada uma rega sem fertilizacao, durante dez

minutos, seguido de um periodo de quinze dias sem rega para promover o enraizamento.

Quanto a nutricao vegetal, esta dividiu-se em duas fases: nutricao da fase vegetativa e
nutricdo da fase reprodutiva, sendo adicionados fertilizantes necessarios as duas fases de
desenvolvimento dos tomateiros. A primeira decorreu de 15 de fevereiro até 15 de marco com
rega programada de dez minutos a cada dois dias. Do dia 16 de marco até dia 1 de abril a rega
passou a ser realizada durante dez minutos, todos os dias, aumentando para 15 minutos até ao
dia 15 de Abril. A nutricdo na fase reprodutiva decorreu de 16 de Abril até 22 de junho com regas

diarias durante 20 minutos.

Todas as aplicacdes de fatores de producao na cultura do tomate ao longo do ensaio foram
registadas num caderno de campo (Anexo V) pelo produtor comercial, em que constam todas as
aplicacdes, tanto de pesticidas como de outras formulacdes, bem como a data da sua aplicacao.
Todos os pesticidas aplicados no ensaio e respetivas informacdes sobre a aplicacdo constam na
seguinte tabela (Tabela 4). O Eng. Davide Sousa, que monitorizou e desenhou o esquema de
nutricdo e de protecdo da cultura na estufa do ensaio, forneceu amostras de cada um dos
pesticidas utilizados. Nao se conseguiu uma amostra do pesticida Belthirul em tempo ultil, pelo
que esta formulacao foi excluida dos seguintes trabalhos. A calendarizacdo de aplicacdes dos

pesticidas ao longo do ensaio ¢ indicada na Figura 4.
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Tabela 4. Nome comercial, designacao e teor da substancia ativa, funcdo, data e modo de aplicacao
e dose recomendada dos pesticidas aplicados no ensaio conduzido numa estufa de tomateiros, na

Apulia.
Nome Substéancia ativa 0 ~ Data de Modo de
. Teor (%) Funcao o Dose rec. o
comercial (s.a) Aplicacdo aplicacédo
Vydate 10L  Oxamil 10 Nematodicida 17/jan Rega
Cupramax Cobre 6.9 Resisténcia 11/fev 300mL/hL  Rega
Fungicida
Mesurol 200  Metiocarbe 20 Inseticida 16/fev 0.5L/hL Foliar
Spintor Spinosade 48 Inseticida 20/fev 25mL/hL  Foliar
18/mar
27 /abril
Boreal Abamectina 1.8 Inseticida 06/mar 60mL/hL  Foliar
Melody Cobre 40.6 Fungicida 18/mar 250g/hL Foliar
Cobre Iprovalicarbe 8.4
Signum Boscalide 26.7 Fungicida 27 /mar 150g/hL Foliar
Piroclastrobina 6.7
Azbany Azoxistrobina 25 Fungicida 19/abril 80mL/hL Foliar
Scala Pirimetanil 40 Fungicida 27 /abril 200mL/hL  Foliar
Steward Indoxacarbe 30 Inseticida 10/maio 15g/hL Foliar
Oberon Espiromesifena 24 Inseticida 17/maio 60mL/hL Foliar
Ridomil Gold Cobre 14.2 Fungicida 07/jun 500g/hl Foliar
R Metalaxil-M 2
Belthirul Bacillus 18 Inseticida 12/abril 0.5g/L Foliar
thuringiensis 07/jun
ssp. kurstak 21/jul
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Figura 4. Calendarizacdo das aplicacdes dos diferentes pesticidas, inoculacdes com Pochonia chlamydosporia e indicacdo dos periodos de nutricao vegetal
ao longo do ensaio de campo na estufa de tomateiro onde decorrer o ensaio.
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2. Ensaios laboratoriais

2.1  Obtencéo e manutencéo do isolado de P, chiamydosporia

Os ensaios /n vitro foram realizados com o isolado Pc-1a de P. chlamydosporia utilizado na
inoculacédo do ensaio de campo. O isolado foi inicialmente multiplicado a partir da cultura inicial
que consistiiu numa placa de Petri inoculada com P. chlamydosporia em meio de PDA (Potato
Dextrose Agar). Na camara de fluxo vertical, com o auxilio de uma ponta de pipeta de 1000 pL foi
perfurado o meio de agar da placa, em diversos pontos, na zona mais periférica da colénia — zona
de maior viabilidade do fungo - e, com uma ansa de plastico foram retirados plugs com P.
chlamydosporia para outras placas de Petri contendo meio de CMA a 1,7% (Corn Meal Agar), e
50 mg dos antibidticos Sulfato de Estreptomicina, Cloranfenicol e Clorotetraciclina por litro de dgua

destilada estéril (Kerry & Bourne, 2002).

2.2  Crescimento radial

De modo a poder entender-se se os pesticidas usados no ensaio de campo provocam algum
efeito direto no crescimento de P. chlamydosporia e, em caso afirmativo, em que concentracgoes,
foi realizado um ensaio de crescimento radial. Para cada pesticida foram testadas trés
concentracdes de 1, 10 e 100 ppm da substancia ativa, tendo a testemunha sido preparada com
agua, com cinco repeticdes por tratamento. Para se a apurar as concentracdes de substancia ativa
no meio a utilizar, foi sempre verificada a concentracdo referida na ficha técnica comercial do

respetivo pesticida (Tabela 4).

A excecao da diluicio necessaria para atingir a concentracdo pretendida, a metodologia foi
igual para todos os pesticidas que foram preparados em meio de CMA a 1,7% (Kerry & Bourne.,
2002). Quatro frascos de capacidade 100mL correspondentes as trés concentracdes referidas e
a testemunha, cada um deles com 50mL de meio CMA foram autoclavados, enquanto os
antibidticos foram adicionados posteriormente em 30mL de agua estéril, a cada frasco. Apos o
calculo do volume de substancia ativa necessario para cada concentracao, cada um desses
volumes foi pipetado para um tubo contendo 20mL de agua destilada estéril e rotulado por

concentracao. Por fim, o contetido de cada um desses tubos foi adicionado ao devido frasco de
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vidro com o meio, perfazendo cada um dos frascos 100mL de meio CMA + Antibidticos + Pesticida.
Apds ligeira agitacao manual, foi plagueado o meio num total de 20 placas de Petri
correspondendo a b5 repeticoes por concentracdo. Foram preparadas, de igual modo,
placas-testemunha, adicionando agua, e ndo pesticidas, ao meio de cultura. Apds a polimerizacao
do meio, as caixas foram inoculadas a partir de uma cultura anterior proveniente de meio de CMA
em laboratorio, com um plug de 7mm com P. chlamydosporia na zona central da placa com o
auxilio de uma ansa de plastico, a semelhanca do procedimento referido em 1.2. De seguida, as
placas foram incubadas a 25 °C no escuro, numa estufa, de onde foram retiradas apenas para a
medicdo de dois diametros perpendiculares, em intervalos de cerca de 6 dias, até ao fim de 22

dias (Crump & Kerry, 1986).

2.3 Germinagéo de clamiddsporos de P, chlarmydosporia em meio com pesticidas

2.3.1 Ensaio de germinacéao de clamiddsporos |

Foram obtidos clamiddsporos de P. chlamydosporia que apresentassem viabilidade
satisfatoria (acima de 80%) de sete culturas antigas de meio de CMA, com idade superior a trés
meses. Nestas foram colocados volumes de cerca de 1,5mL de dgua destilada estéril, agitadas e,
depois, raspadas ligeiramente, com o auxilio de uma ansa de plastico de modo a colocar os
clamidosporos em suspensao. Esta foi recolhida com uma micropipeta e colocada num microtubo
de 1,5mL. Apds agitacao no vortex, foram pipetados 200 L desta suspensdo para uma camara
de Neubauer para serem contabilizados os clamidésporos mL!, ao microscdpio, com uma
ampliacao de 10x. O processo foi repetido para todas as suspensdes obtidas a partir das culturas

antigas referidas.

Posteriormente, foi preparado meio de sorbose composto por 12g de agar, 2g de sorbose
com 50mg de cada um dos antibidticos Sulfato de Estreptomicina, Cloranfenicol e
Clorotetraciclina, por litro de agua destilada (Kerry & Bourne, 2002). Os frascos contendo o meio
de sorbose foram autoclavados e etiquetados de acordo com o tratamento. Posteriormente, na
camara de fluxo laminar, foram adicionadas a cada frasco uma pequena quantidade de agua
contendo os antibidticos e outra quantidade de agua com pesticida, totalizando 60mL de meio de

sorbose + antibidtico + pesticida a uma concentracao de 100 ppm. Apos ligeira agitacao manual
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de cada frasco, o meio foi entao plaqueado, correspondendo a trés repeticdes por pesticida, e

devidamente etiquetado.

Depois de 0 meio estar polimerizado, foram pipetados cerca de 200 pL de solucédo de
clamidosporos, apos homogeneizacdo no vértex, e inoculados nas placas de Petri. Por fim, as
placas foram incubadas a 25 °C, no escuro, tendo sido retiradas apos 48h para contabilizacdo de
pelo menos 100 clamiddsporos, tendo sido averiguada a germinacao de cada para calculo da

percentagem de germinacao (Kerry & Bourne, 2002).

2.3.2 Ensaio de germinacéo de clamidosporos I

Ao contrario do Ensaio 2.2 em que os clamidosporos foram obtidos de placas com meio
CMA sem pesticidas, neste ensaio os clamidosporos foram obtidos de culturas do fungo em meio
contendo pesticidas a uma concentracdo de 100 ppm de substancia ativa. A germinacao dos

clamidosporos foi entao avaliada em meio de sorbose sem pesticidas.

Em cada frasco referente a cada pesticida, foi colocado meio de CMA a 1,7% a que, depois
de autoclavado, foi adicionada uma pequena quantidade de agua contendo antibidticos e o
pesticida a analisar, perfazendo 60 mL por frasco de meio de CMA com pesticida a uma
concentracdo de 100 ppm. O meio foi entdo plaqueado e, apos polimerizacao, foi inoculado com
um plugde 7 mm com P. chlamydosporia proveniente de uma cultura de laboratério. O processo
foi repetido para todos os pesticidas e todos os plugs de P. chlamydosporia tinham o mesmo
tempo de vida na altura da transferéncia. Apos 45 dias, o tempo necessario para as culturas
perderem a elevada densidade de hifas e terem clamidésporos em abundancia, foram extraidos
0s clamiddsporos de trés placas de cada pesticida onde foram contabilizados os clamidosporos
mL* (segundo a metodologia em 2.3.1), e transferidos para um meio de sorbose sem pesticidas.
Finalmente as placas, trés por tratamento, foram entdo colocadas numa estufa a 25°C no escuro
durante 48h tendo sido depois avaliadas para determinacao da percentagem de germinacao dos

clamidosporos, a semelhanca do ponto 2.3.1.
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3. Andlise estatistica

A analise estatistica foi efetuada no software estatistico R (versédo 3.6.1, R Development
Core Team 2019), através do ambiente de desenvolvimento integrado (IDE), Rstudio (versao

1.2.5019).

3.1 Resultados do ensaio de campo

A anadlise dos dados sobre o estabelecimento do fungo no solo foi realizada através de
Modelos Mistos Generalizados (GLMM). Foi entdo escolhido o modelo que melhor se adequava
através da analise de residuais, incluido na biblioteca “Ime4” (Pinheiro et al., 2019), onde
Tratamento e Més de aplicacao foram tratados como fixed effects, e o Talhdo como random effect.
Foi realizada também uma analise sobre os diferentes tratamentos através da biblioteca “Ismeans”
(Lenth, 2016).

Os dados relativos as populacdes do fungo nas raizes foram analisados segundo modelos
lineares generalizados (GLM). Inicialmente, foi utilizado um modelo de Poisson, no entanto os
dados apresentavam uma dispersdo elevada inflacionada pela quantidade de valores zero
referentes a nao detecdo do fungo. Por essa razdo, estes tiveram de ser tratados através de
modelos ZIP & ZINB - Zero inflated models. As comparacdes entre os diferentes tratamentos foram
obtidas através da biblioteca “emmeans” (Lenth et al., 2019).

Quanto aos dados de parasitismo, estes foram tratados igualmente através de GLMM. Foi

realizada uma transformacéo da percentagem de parasitismo em (arcsin(,/X /100)) e, por

fim, realizado um teste LSD para aferir as diferencas entre os tratamentos.

3.2 Resultados dos ensaios /7 vitro

De forma a tentar perceber o efeito dos pesticidas no crescimento radial e germinacao de
clamidésporos, os dados foram submetidos a andlise através de GLMs. Ambos os ensaios de
crescimento radial e germinacéo em meio com pesticidas foram submetidos a um GLM gaussiano,

sendo que ambas as taxas de germinacdo foram transformadas em (arcsin(y/X /100)). De

seguida, para avaliar o efeito de cada pesticida nas diferentes concentracoes, foi realizada uma
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comparacao entre os pesticidas e uma comparacao destes com a testemunha através do teste
LSD presente na biblioteca “agricolae” (De Mendiburu, 2014).

Com os resultados obtidos foi possivel calcular os valores de inibicao através da formula de
correcdo de Abbot (%) x 100 (Abbott, 1925), em que A ¢é o diametro da coldnia da testemunha

e B o didametro da coldnia de P. chlamydosporia juntamente com o pesticida, ao fim de 22 dias.
Por fim, os valores de inibicao permitiram estimar os valores de Ec50 através de um modelo de

analise dose-resposta no software R inserido na biblioteca “drc” (Ritz et al., 2015)
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lll. RESULTADOS



1. Ensaio de campo

1.1  Densidade de P, chlarmydosporia no solo

Os resultados durante o ensaio nos talhdes com os diferentes tratamentos (com e sem
porta-enxerto) ndo revelaram diferentes densidades do fungo no solo (p<0,05, Figura 5). Embora
pareca ter havido uma tendéncia para um estabelecimento mais rapido do fungo nos talhdes EF
do que em BF a densidade do fungo foi muito variavel, e o tempo foi o Unico fator significativo na
quantidade de fungo no solo. Apenas cinco meses apos a primeira inoculacao e trés meses depois
da segunda inoculacdo foram registadas densidades significativamente mais elevadas do fungo no
solo do que antes da plantacdo. O seu estabelecimento no solo foi superior apds a segunda

inoculacao e o numero de UFCs/g de solo decresceu progressivamente apos a aplicacao.

Nas amostras colhidas de solo da estufa, antes da plantacao, ndo foram detetados isolados
nativos de P. chlamydosporia. Da mesma forma, até ao final do ensaio, ndo foi detetada

contaminacao de P. chlamydosporia no solo dos talhdes nao inoculados.
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Figura 5. Numero de UFC/g de solo nos diferentes tratamentos inoculados com Pochonia
chlamydosporia (BF - tomateiro cv. Coracao de Boi nao-enxertado; EF - tomateiro cv. Coracao de
Boi enxertado em porta-enxerto cv. Embajador) no decorrer do ensaio. Os valores sdo média de 6
repeticoes e as barras o respetivo erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas
na densidade do fungo nos diferentes meses do ensaio (p<0,05)
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1.2 Densidade de P, chlamydosporia nas raizes

Os resultados relativos & densidade do fungo P. chlamydosporia nas raizes dos tomateiros
do ensaio realizado (Figura 6) indicam que, a semelhanca dos resultados apresentados no ponto
anterior (1.1), ndo houve diferencas significativas no nimero de UFC/g de raiz nas plantas entre

o0s tratamentos inoculados com o fungo (BF e FF).
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Figura 6. Numero de UFC/g de raiz de Pochonia chlamydosporia, das raizes de plantas retiradas no
final do ensaio, dos diferentes tratamentos nos talhdées em que foi aplicado o fungo (BF - tomateiro
cv. Coracao de Boi ndo-enxertado; EF - tomateiro cv. Coracdo de Boi enxertado em porta-enxerto
cv. Embajador). Os valores sdo a média de 6 repeticdes e as barras representam o respetivo erro
padrao.

Nas raizes dos tomateiros recolhidas dos talhdes sem indculo ndo foram encontradas UFC
de P. chlamydosporia, a semelhanca do obtido nas amostras de solo. A avaliacao do n° de colonias
do fungo nos tomateiros dos tratamentos BF e EF revelaram valores médios de 61 e 486 UFC/g
de raiz, respetivamente, o que sugere uma colonizacdo superior da raiz por parte do fungo no
tratamento EF. No entanto, a variacao da densidade do fungo foi muito superior nas raizes dos
tomateiros dos talhdes do tratamento EF comparativamente a registada nos tomateiros dos talhdes
do tratamento BF. Neste ultimo, nao foi detetado qualquer UFC de P. chlamydoisporia em dois

dos trés talhdes avaliados.
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1.3 Parasitismo dos ovos

Com base na analise dos resultados do numero total de ovos de nematodes-das-galhas-
radiculares e de ovos parasitados pelo fungo em 5 massas de ovos recolhidas de amostras das
raizes no final do ensaio (Anexo | e Anexo II), foi possivel calcular a percentagem de parasitismo
nos diferentes tratamentos (Figura 7). Ocorreu parasitismo dos ovos de NGR das massas de ovos
das raizes dos tomateiros colhidos nos talhdes onde néo foi inoculado o fungo (B e E), embora a
niveis residuais, e significativamente menores, quando comparados com os dos tomateiros
restantes tratamentos (EF e BF). As unicas diferencas significativas ocorreram entre os
tratamentos com e sem indculo. Nas raizes dos tomateiros dos tratamentos BF e EF, a média de

percentagem de ovos parasitados foi de 29,22% e 26,97%, respetivamente.
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Figura 7. Percentagem de parasitismo de ovos de nematodes-das-galhas-radiculares Meloidogyne
pelo fungo Pochonia chlamydosporia nos diferentes tratamentos do ensaio B, E, EF e BF (B -
tomateiro cv. Coracdo de Boi ndo-enxertado;,E - tomateiro cv. Coracdo de Boi enxertado em porta-
enxerto cv. Embajador ; BF - tomateiro cv. Coracdo de Boi ndo-enxertado aplicado com P~.
chlamydosporia, EF - tomateiro cv. Coracao de Boi enxertado em porta-enxerto cv. Embajador). Os
valores sao a média de 6 repeticdes e as barras representam o respetivo erro padrdo. Letras
diferentes representam diferencas significativas (p<0,05)
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A percentagem de parasitismo parece ter sido influenciada pela disposicao espacial dos
talhdes do ensaio, onde foi sendo possivel verificar uma percentagem superior de parasitismo dos
ovos nos talhdes da terceira linha (p<0,05, Figura 8). Enquanto as médias de percentagem de
parasitismo na terceira fila do ensaio se situaram a volta de 50%, nas restantes duas filas do ensaio
a média de percentagem de parasitismo nao chegou a 20%. No que respeita a segunda repeticao
do tratamento BF, ndo foi possivel recolher massas de ovos das raizes dos tomateiros em

quantidade suficiente para a quantificacao do parasitismo dos ovos.
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Figura 8. Percentagem de parasitismo de ovos de Meloidogyne incognita pelo fungo
P. chlamydosporia nos tratamentos com o fungo (BF - tomateiro cv. Coracdo de Boi nao-enxertado;
EF - tomateiro cv. Coracao de Boi enxertado em porta-enxerto cv. Embajador) nas diferentes linhas
de plantacdo do ensaio. Os valores sdo a média de 2 repeticdes por talhdo e as barras representam
o respetivo erro padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

2. Efeito dos pesticidas no crescimento radial de P. chlamydosporia

Relativamente ao efeito dos pesticidas, aplicados durante o ensaio na estufa, sobre o
crescimento do fungo P. chlamydosporia, no laboratorio, os resultados obtidos demonstraram
diferencas significativas da acdo dos diferentes pesticidas no crescimento radial de P
chlamydosporia nas diferentes concentracdes de substancia ativa (s.a.) testadas. Em geral, o
inseticida Mesurol 200 (s.a. metiocarbe) foi o Unico com efeito positivo no crescimento do fungo.

Os pesticidas Oberon (s.a. espiromesifena) e Ridomil Gold R (s.a. cobre com metalaxil-m) nao
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revelaram efeitos significativos sendo que os restantes apresentaram um efeito negativo no

crescimento do fungo (p<0,05).

2.1 Fungicidas

Os fungicidas foram, entre os pesticidas testados, os que mostraram um impacto mais
acentuado no crescimento de P. chlamydosporia, sobretudo em concentracées mais elevadas
(Figura 9). O fungicida Ridomil Gold R foi 0 unico sem efeito negativo significativo no crescimento
radial, a 100 ppm. Os fungicidas Scala (s.a. pirimetanil) e Signum (s.a. boscalide com
piroclastrobina) produziram um efeito semelhante no crescimento do fungo (p>0,05) e foram os
mais prejudiciais nesse parametro (p<0,05). Dos restantes fungicidas, o Cupramax (s.a. cobre) foi
0 que produziu menor efeito significativo no crescimento de P. chlamydosporia, seguido dos
fungicidas Azbany (s.a. azoxistrobina) e Melody Cobre (s.a. cobre com iprovalicarbe)

Numa concentracdo de 10 ppm s.a., o Cupramax demonstrou ter um efeito positivo
significativo no crescimento do fungo enquanto que o Ridomil Gold R revelou n&o afetar o fungo
(p>0,05). Os restantes fungicidas produziram um efeito negativo no crescimento radial de ~.
chlamydosporia, no entanto, todos eles com intensidades variadas (p<0,05). Assim, o Melody
Cobre foi o que, causou menor efeito nocivo (p<0,05), seguido pelo Azbany, Scala e, por fim,
Signum.

A 1 ppm s.a. o Cupramax revelou ter um efeito estimulador do crescimento radial fungo
(p<0,05). Apenas os fungicidas Signum e Scala produziram um efeito negativo significativo no
crescimento radial do fungo, tendo o Signum causado um efeito negativo mais acentuado

(p<0,05).
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Figura 9. Efeito dos diversos fungicidas testados no crescimento radial de Pochonia chlamydosporia nas concentracdes de 1, 10 e 100 ppm de

substancia ativa. Os valores apresentados sdo a média de 5 repeticdes. Pesticidas com * representam diferencas significativas relativamente a

testemunha (p<0,05).
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2.2 Inseticidas

Em comparacdo com o efeito dos fungicidas descritos no ponto anterior (2.1), os inseticidas
e 0 nematodicida (Vydate 10L) (Figura 10), demonstraram ter um efeito menos acentuado sobre
P. chlamydosporia. A 100 ppm s.a., apenas os inseticidas formulados pelas s.a. metiocarbe e pela
espiromesifena, Mesurol 200 e Oberon respetivamente, ndo afetaram significativamente o
crescimento do fungo. No entanto, ainda sob a mesma concentracdo, os restantes inseticidas e
nematodicida afetaram o crescimento do fungo com diferentes intensidades entre si (p<0,05). A
formulacdo Steward (s.a. indoxacarbe) seguida do nematodicida Vydate 10L foram os que
produziram menor efeito negativo sobre o fungo relativamente aos inseticidas Spintor (s.a
spinosade) e Boreal (s.a. abamectina), tendo sido este ultimo o que produziu o efeito negativo

mais acentuado (p<0,05).

A 10 ppm, o nematodicida Vydate 10L ndo produziu efeito negativo no crescimento radial
do fungo, a par dos inseticidas Oberon e Mesurol 200. Dos inseticidas que reduziram
significativamente o crescimento do fungo, a formulacao Steward demonstrou ter um efeito menos
nocivo (p<0,05), ndo tendo havido diferencas significativas no crescimento do fungo entre Spintor

e Boreal.

A 1 ppm, os Unicos inseticidas com efeito negativo no crescimento de P. chlamydosporia
(p<0,05) foram o Boreal e Steward, ndo tendo, no entanto, havido diferencas significativas entre
ambos. A formulacao de metiocarbe evidenciou um efeito positivo significativo sobre o crescimento

de P. chlamydosporia.
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Figura 10. Efeito dos diversos inseticidas testados e um nematodicida (Vydate 10L) no crescimento radial de Pochonia chiamydosporia

nas concentracdes de 1, 10 e 100 ppm de substancia ativa. Os valores apresentados sdo a média de 5 repeticdes. Pesticidas com *
representam diferencas significativas relativamente a testemunha (p<0,05).
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2.3 Inibicdo do crescimento radial do fungo

Os resultados do ensaio do ensaio anterior (2.1 e 2.2) permitiram calcular a percentagem
de inibicdo do crescimento radial sob o efeito dos varios pesticidas (Tabela 5). Os pesticidas
Ridomil Gold R (s.a. cobre com metalaxil-m) e Mesurol 200 (s.a. metiocarbe) foram os Unicos que
ndo induziram qualquer efeito inibitorio ao longo das varias concentracdes de s.a. O fungicida
Cupramax (s.a. cobre) nao provocou efeito inibitorio em menores concentracoes, porém, a 100
ppm induziu cerca de 58% de inibicdo no crescimento radial. Os seguintes pesticidas causaram
uma inibicdo superior a 30% a 100 ppm, em ordem crescente: Boreal (s.a. abamectina), Azbany
(s.a. azoxistrobina) Melody Cobre (s.a. cobre com iprovalicarbe), Cupramax (s.a. cobre), Scala (s.a.

pirimetanil) e Signum (s.a. boscalide com piroclastrobina).

Tabela 5. Valores de inibicdo do crescimento radial das colénias de Pochonia chlamydosporia sob
o efeito de cada pesticidaa 1, 10 e 100 ppm de concentracdo de substancia ativa, ao fim de 22
dias de exposicao, e valores de Ec50 dos pesticidas com efeito inibitorio dose-resposta.

Percentagem de inibicao

Pesticidas Concentracao (ppm) Ec50 (ppm)
1 10 100 -
Testemunha 0 cd 0 bed 0 a
Fungicidas
Azbany 1,18d 3789¢g 49,80 f 44,46 *
Cupramax 9,28 a 6,28 a 58,45e 121,79 ***
Melody Cobre 0,40d 7,92¢e 49,66 f 101,82 ***
Ridomil Gold R 2,27 be -3,13ab -1,26 a -
Scala 534f 49,23 h 70,17 g 11,91 **
Signum 21,04 g 65,86 i 71,89 ¢g 505"
Inseticidas
Boreal 577 f 11,22 f 37,89 e 214,25 ***
Mesurol 200 -3,27b 2,84 be -1,98 a
Oberon 0,11cd 0,17 cd -141a
Spintor 2,04 de 12,65 f 16,74d
Steward 4,76 ef 534e 6,77 b
Nematodicida
Vydate 10L 1,89 de 1,18d 12,08 ¢

* Os valores seguidos da mesma letra nao sao significativamente diferentes (p<0,05)

Através dos valores de percentagem de inibicdo nas diferentes concentracdes foi possivel
estimar os valores de Ec50 de 6 pesticidas para o tempo de exposicao do ensaio (Tabela 5). Todos

estes revelaram um efeito inibitério dose-resposta com um modelo de curva tipo sigmdide. Dos
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seis pesticidas, cinco pertencem a classe dos fungicidas, tendo sido detetado um efeito dose-
resposta em apenas um dos inseticidas, Boreal, para o qual foi obtido o valor mais alto de Ecb0,
214,25 ppm. Dos fungicidas, o Melody Cobre e o Cupramax foram os unicos que demonstraram
ter valores de Ecb0 superiores a 100 ppm. Os fungicidas Signum e Scala mostraram maior
capacidade de afetar negativamente o crescimento do fungo, com valores de Ec50 de 5,05 e

11,91 ppm, respetivamente, para uma exposicao de 22 dias.

3. Efeito de pesticidas na germinacao de clamiddsporos de P. chlamydosporia

3.1 Germinacéo de clamiddsporos - Ensaio |

A germinacdo de clamidésporos de P. chlamydosporia revelou diferencas perante a
exposicdo aos diferentes pesticidas (p<0,05, Tabela 6). Os resultados obtidos demonstraram que
havia diferencas significativas da acao de todos os pesticidas na germinacdo de clamidosporos do
fungo, relativamente a testemunha, & excecdo dos inseticidas Mesurol 200 (s.a. metiocarbe),
Spintor (s.a. spinosade) e Steward (s.a. indoxacarbe). As menores taxas de germinacao de
clamidosporos foram obtidas sob o efeito de fungicidas, tendo sido obtidos valores superiores a
50% de germinacao sob o efeito de apenas uma destas formulacdes — Scala (s.a. pirimetanil). A
taxa de germinacao de clamiddsporos em meio com o fungicida Azbany (s.a. azoxistrobina) foi de
aproximadamente 46%, seguida de Signum (s.a. boscalide com piroclastrobina) — 10,80% -, tendo
o0s restantes fungicidas resultado em taxas de germinacéo inferiores a 15%. O fungicida Cupramax
(s.a. cobre) foi o que causou o efeito negativo mais pronunciado sobre a germinacdo de
clamidosporos, nao tendo os fungicidas Ridomil Gold R (s.a. cobre com metalaxil-m) e Melody
Cobre (s.a. cobre com iprovalicarbe) mostrado diferencas significativas entre si A exposicao dos
clamidosporos aos inseticidas e ao nematodicida Vydate 10L (s.a. oxamil) resultou em maiores
taxas de germinacdo em relacéo as obtidas sob efeito dos fungicidas, com a excecao do Boreal -

24,27%.
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Tabela 6. Efeito de pesticidas a uma concentracdo de 100 ppm de substancia ativa, e de uma
testemunha, nos valores  percentuais de germinacdo de  clamidésporos  de
Pochonia- chlamydosporia.

Germinacao de clamidosporos (%)*

Testemunha 82,37 +2.63a
Fungicidas
Azbany 46,57 + 2,22 d
Cupramax 0,33+0,33h
Melody Cobre 503+0,75g
Ridomil Gold R 480+£099¢g
Scala 71,23 +2,73 bc
Signum 10,80 +2,91f
InsecticidasNematodicida
Boreal 2427 +131e
Mesurol 200 77,87 + 0,97 abc
Oberon 68,93+196¢c
Spintor 78,67 £6,75ab
Steward 85,00 + 2,00 a
Nematodicida
Vydate 10L 70,53 £ 3,43 bc

* Os valores apresentados sdo a média de trés repeticdes + erro padrdo. Valores seguidos de letras
diferentes demonstram diferencas significativas (p<0,05).

3.2 Germinacao de clamiddsporos - Ensaio I

No segundo ensaio de germinacdo de clamiddsporos, obtidos 45 dias apds a inoculacéo
das placas de Petri em meio que continha pesticidas, ndo foram recuperados clamiddsporos de
P. chlamydosporia nas placas com os pesticidas Signum, Cupramax e Melody Cobre, a uma

concentracdo de 100 ppm de substancia ativa (Tabela 7).
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Tabela 7. Estimativa da densidade de clamiddsporos de Pochonia chlamydosporia mantido em meio
de cultura com pesticidas a uma concentracdo de 100 ppm de substancia ativa durante 45 dias,
em suspensdes obtidas de trés placas de CMA (Corn Meal Agar).

N° de clamiddsporos mL!

Testemunha 1,40 x 10
Fungicidas
Azbany 8,50 x 10
Cupramax 0
Melody Cobre 1,27 x 10%
Ridomil Gold R 0
Scala 2,01 x 10
Signum 0
Inseticidas
Boreal 1,03 x 100
Mesulrol 200 1,48 x 10%
Oberon 490 x 102
Spintor 6,60 x 10>
Steward 2,74 x 10
Nematodicida
Vydate 10L 3,00 x 102

Foram encontradas diferencas significativas na taxa de germinacdo dos clamidosporos de
P. chlamydosporia que foi possivel recuperar entre os diferentes pesticidas apds 45 dias (Tabela
8). Todos os pesticidas demonstraram ter um efeito negativo na germinacao dos clamiddsporos
(p<0,05), tendo sido o Boreal, Melody Cobre, Scala e Steward os que mais afetaram a germinacao
(< 50%). Entre os restantes pesticidas, o Spintor foi 0 que produziu um efeito significativo menos
negativo, seguido do Mesurol 200 e Oberon, com efeito semelhante (p>0,05). A formulacéo de
abamectina, Boreal, foi a que produziu um maior impacto negativo na germinacdo dos
clamidosporos. Dos fungicidas, o Azbany demonstrou ter sido o que permite a maior germinacao
dos clamiddsporos, seguido pelo Melody Cobre e Scala, que ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Os fungicidas Ridomil Gold R, Signum e o Cupramax nao permitiram a

formacéao de clamiddsporos, motivo pelo qual, para estes, nao foi calculada a taxa de germinacao.
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Tabela 8. Taxa de germinacdo de clamiddsporos de Pochonia chlamydosporia formados em meio
de cultura com pesticidas a uma concentracdo de 100 ppm de substancia ativa durante 45 dias.

Germinacao de clamiddsporos (%) °

Testemunha 86,37 +1,18a
Fungicidas
Azbany 57,40 +2,05¢
Cupramax S/ clamiddsporos
Melody Cobre 18,67 £ 2,28 e
Ridomil Gold R S/ clamiddsporos
Scala 15,51 £ 0,70 ef
Signum S/ clamiddsporos
Inseticidas
Boreal 36,16 +2,83d
Mesulrol 200 57,02 £ 0,94 ¢
Oberon 55,38+ 2,75¢
Spintor 69,41 +1,69b
Steward 11,30 £ 2,20 f
Nematodicida
Vydate 10L 67,54 +0,59 b

* Os valores apresentados sdo a média de trés repeticdes e + erro padrao. Valores seguidos de letras
diferentes demonstram diferencas significativas (p<0,05).
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IV. DISCUSSAQ



Tendo sido analisada a abundancia de Pochonia chlamydosporia no solo ao longo do ensaio
de campo, bem como a colonizacao das raizes de plantas enxertadas e nao-enxertadas e o
parasitismo de ovos de Meloidogyne incognita no final do ensaio, foi possivel determinar efeitos
significativos e tendéncias relevantes. A dinamica espacial e temporal da densidade do fungo e o
Seu sucesso no parasitismo dos ovos de M. incognita, também face a combinacao das estratégias
de controlo biolégico com a enxertia em porta-enxertos parcialmente resistentes, péde ainda ser
relacionada com a aplicacao de pesticidas durante ensaio. De facto, o estudo /n7 vitro da toxicidade
destes pesticidas a diferentes fases do ciclo de vida do fungo (crescimento vegetativo e germinacao
de clamiddsporos) permitiu inferéncias sobre a sua compatibilidade com a aplicacdo de
P. chlamydosporia. Estes resultados sao interpretados e enquadrados no estado da arte da
investigacdo nas seccdes que se seguem, permitindo inferir conclusdes principais e responder as

hipoteses colocadas, indicando ainda desafios e oportunidades de investigacao futura.

1. Densidade, distribuiczo e atividade parasttica de P. chlamyadbosporiaem condicoes de campo

O fungo estabeleceu-se no solo da estufa do ensaio tendo aumentado a sua densidade,
contudo, foi recuperado em quantidades significativamente mais elevadas do que antes da
primeira aplicacdo, apenas no terceiro més apds a segunda aplicacdo do fungo (Figura 5). A
dificuldade no estabelecimento do fungo, refletida por um periodo em que a sua densidade nao
¢ detetada a um nivel desejavel no solo, resultando na necessidade de se recorrer a varias
aplicacoes de indculo, tem sido referida por outros autores em ensaios de campo e de vaso. Por
exemplo, apos a aplicacao de diversas formulacdes granulares contendo P. chlamydosporia numa
variedade de solos, antes da plantacao de tomateiros, o fungo nao foi recuperado do solo na
maioria das amostras recolhidas apds 10 a 25 dias (Stirling & Smith, 1998). Tanto em plantacao
de tomateiros no solo como de alface em vasos em condicdes de estufa, a densidade do fungo
tem tendéncia a diminuir progressivamente apos a primeira aplicacao (Verdejo-Lucas et al., 2003;
Viaene & Abawi, 2000). No entanto, ja foi registado, em varios solos, que o fungo consegue
estabelecer-se até trés meses apos aplicacao em quantidades que lhe permitem efetuar um
controlo bioldgico eficiente (Kerry et al., 1993). Por isso, multiplas inoculacdes a intervalos
regulares poderao ser essenciais para manter as populacoes de P. chlamydosporia no solo e nas

raizes de tomateiro (Sorribas et al., 2003).
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A dificuldade de estabelecimento do fungo no solo podera ser atribuida a multiplos fatores,
nomeadamente fatores abidticos. Ja foi indicado o efeito da temperatura no desenvolvimento do
fungo /n vitro (Vieira dos Santos et al., 2013) e 0 mesmo efeito foi verificado em condicdes de solo
em estufas e vasos quando a temperatura no solo atingiu valores abaixo de 15 °C (Luambano et
al., 2015; Verdejo-Lucas et al., 2003), o que compromete severamente 0 seu sucesso no controlo
bioldgico de nematodes. Neste estudo, junho foi 0 més em que foi detetada uma densidade mais
elevada no solo. Este més, juntamente com maio e julho, foram 0s meses mais quentes de todo
o0 ensaio (AccuWeather, 2019; IPMA, 2020). As temperaturas mais baixas ocorridas durante os
primeiros meses do ensaio poderdo nao ter sido favoraveis ao crescimento do fungo, o que,
juntamente com a segunda aplicacdo em marco, podera explicar a maior densidade do fungo
assinalada apos este més.

Ainda assim, ndo é clara a razao da dificuldade na colonizacao, tendo possivelmente havido
contribuicdo de varios outros fatores. O efeito de pesticidas no estabelecimento do fungo é
raramente referido na bibliografia, embora seja reconhecido que a aplicacdo de uma formulacao
de oxamil ndo interfere com o seu estabelecimento no solo (Verdejo-Lucas et al., 2003). No
entanto, formulacdes de azoxistrobina em ensaios de vasos dentro de estufa revelaram o contrario,
tendo afetado a colonizacédo do solo e raizes (p<0,001), apdés 35 dias (Tobin et al., 2008). No
decorrer do presente ensaio foram aplicados varios pesticidas, como o fungicida Cupramax (Figura
4), que foi aplicado 24 dias apos a primeira inoculacédo do fungo. De acordo com os resultados de
toxicidade apresentados (Tabela 6), este fungicida inibiu quase completamente a germinacao de
clamidosporos. Além deste, foram aplicados diferentes pesticidas, e outros fatores de producéo,
ao longo do ensaio, antes e apds a 27 aplicacdo do fungo (Figura 4), sendo previsiveis efeitos
diferentes na atividade e no estabelecimento do fungo. A transicdo da nutricdo vegetativa para a
nutricdo reprodutiva (Figura 4), que foi ditada pela propria fenologia das plantas, pode ter
influenciado o estabelecimento do fungo, uma vez que diferentes tipos de nutricdo podem ter
diferentes composicdes, podendo assim influenciar o crescimento dos fungos (Hallsworth &
Magan, 1994). Deste modo, ndo sera de excluir a acdo de fungicidas e de outros fatores de
producéo diretamente na germinacdo de clamidosporos, constituindo aqueles o inoculo de uso
preferencial (Abrantes et al., 2002; Bourne & Kerry, 1999), e na prevencao do estabelecimento
do fungo no solo em condicdes de campo, em gestao convencional.

Mesmo em condicdes em que o fungo se estabelece no solo, podera ser encontrada alguma

variacao na sua densidade, o que podera refletir uma heterogeneidade espacial na colonizacao e
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estabelecimento do fungo no solo, e que resulta numa distribuicdo espacial agregada (Atkins et
al.,, 2003; Tzortzakakis, 2009). Ndo sao de excluir, no entanto, dificuldades técnicas na sua
quantificacao como o baixo volume das amostras (considerando-se 1g como representativo de um
grande volume de solo no campo) e a contagem de UFC, que podem representar unidades
vegetativas ou reprodutivas, ndo havendo uma relacdo clara entre o nimero de UFC e a
abundancia e o estado fisioldgico ou atividade do fungo (Viaene & Abawi, 2000).

Embora o estabelecimento do fungo no solo tivesse variado temporalmente durante o
ensaio, ndo foram registadas diferencas significativas na sua densidade nos diferentes tratamentos
BF e EF no solo (Figura 5). No final do ensaio, também nao foram detetadas diferencas na
colonizacado da raiz entre os varios tratamentos (Figura 6). A parte radicular nos tratamentos BF e
EF pertencia a plantas de cultivares diferentes (Coracao de Boi e Embajador, respetivamente) além
de que a cv. Embajador podera representar um hibrido interespecifico de tomateiro. Assume-se
assim uma producado diferente de exsudatos radiculares, que poderia ter condicionado o nivel
populacional do fungo que as diferentes plantas podiam suportar, afetando a colonizacéo da
rizosfera pelo fungo (Bourne & Kerry, 1999; Kerry & Bourne, 1996), porém, isso ndo aconteceu
neste trabalho. Neste estudo nao foi avaliado o efeito provocado pela prépria enxertia, que nédo
devera ser descartado. Este efeito em si € comumente antecipado, tendo sido ja encontradas
moléculas de microRNA carateristicas de plantas auto-enxertadas de melancia, comparativamente
a plantas de melancia ndo-enxertadas ou enxertadas em porta-enxertos de outras espécies. Estas
moléculas regulam a expressao de genes envolvidos em varios processos, incluindo resposta a
stresses (Liu et al., 2013). O processo de enxertia também pode repercutir-se na flora microbiana
endofita de raizes de tomateiro: em ensaios de campo, a composicdo da comunidade de bactérias
diferiu entre raizes de plantas auto-enxertadas, e de plantas ndo-enxertadas ou enxertadas em
porta-enxertos hibridos como a cv. Maxifort. E assim sugerido um efeito da enxertia em si na
interacao das plantas com organismos da rizosfera, que os autores atribuem a lesdo de tecidos
provocada pela enxertia (Poudel et al., 2019). Assim, para excluir o efeito da enxertia nas
interacdes tomateiro-P. chlamydosporia, seria necessario ter tido um tratamento adicional de
tomateiro cv. Coracao de Boi auto-enxertado, um tratamento que &, alias, aconselhado nos ensaios
que pretendam avaliar efeitos da enxertia de horticolas (Guan et al., 2012).

Embora ndo tenham sido encontradas diferencas significativas entre os tratamentos BF e
EF na colonizacao da raiz (Figura 6), foi encontrada uma grande heterogeneidade na distribuicao

do fungo nas raizes de tomateiros de linhas diferentes, na zona do ensaio. Além disso, é de
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evidenciar que foi registada uma abundancia ligeiramente superior no tratamento EF da primeira
linha proximo da janela da estufa (Figura 2). Como os talhdes foram distribuidos aleatoriamente
numa dimensao espacial, isto sugere que o fungo pode ser sensivel a outros fatores como a
humidade do solo ou as diferencas na intensidade da luz que possam ter ocorrido ao longo deste
setor na estufa (Bourne et al., 1996). Também, as diferentes densidades de nematodes ao longo
do setor da estufa também poderdo explicar a heterogeneidade na distribuicdo do fungo. Em
estudos referidos por outros autores, quando avaliaram semanalmente a abundancia de UFC de
P. chlamydosporia na rizosfera de tomateiros com adicao de diferentes quantidades de J2 de M.
incognita verificaram uma interacao significativa (p<0,01) entre a planta hospedeira e a presenca
de nematodes na abundancia do fungo (Bourne et al., 1996). Como no nosso trabalho esta relacao
nao foi significativa, pode significar, portanto, que resulta da interacao de outros fatores. A maior
parte dos pesticidas usados no decorrer do nosso ensaio (Tabela 4) foram aplicados via foliar na
cultura e, tendo alguns um efeito sistémico na planta, podem afetar a colonizacao das raizes por
parte do fungo, sendo esta uma caracteristica chave de P. chlamydosporia para 0 seu sucesso
como controlo biologico, a par da capacidade de parasitar ovos de NGR (Abrantes et al,. 2002;
Kerry, 1997).

A capacidade parasitica de P. chlamydosporia de ovos de NGR nao diferiu entre os
tratamentos inoculados BF e EF (cv.Coracéo de Boi e porta-enxerto cv. Embajador). Uma vez que
as plantas de ambos os tratamentos revelaram ter uma capacidade semelhante no suporte de
UFC de P. chlamydosporia, isso podera explicar os resultados obtidos uma vez que ha registo de
a colonizacao da raiz e o parasitismo de ovos de NGR estarem relacionados. Foi verificada in vitro
uma correlacdo linear positiva (p<0,01) entre a colonizacdo da raiz e o parasitismo dos ovos pelo
mesmo isolado utilizado no nosso trabalho (Vieira dos Santos et al., 2019). Também ficou
demonstrado, em ensaios realizados em camara climatica e em estufa, com dois isolados
diferentes, que apdés multiplas aplicacdes do fungo o isolado com maior abundancia na rizosfera
acabava por parasitar significativamente mais ovos em tomateiro. No entanto, o oposto esta
também referido, quando as galhas sdo muito grandes e numerosas, uma vez que muitas das
massas de ovos acabam por ficar no interior do tecido das galhas acabando este por servir de
protecao fisica contra o parasitismo pelo fungo (de Leij & Kerry, 1991; de Leij et al., 1992).

Apesar da percentagem de ovos parasitados pelo fungo ter sido semelhante entre os
tratamentos BF e EF, foi encontrada uma diferenca na quantidade de massas de ovos por grama

de raiz, em que os tratamentos com cv. Coracdo de Boi revelaram valores inferiores (p<0,05,
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Anexo ). No entanto, o tratamento da cv. Coracdo de Boi aplicada com P. chlamydosporia é o
que, em média, se afigura com um numero de ovos por grama de raiz superior (Anexo V). Este
resultado podera explicar-se pelo facto de que havendo menos fémeas havera uma menor
competicdo pelos recursos na planta, traduzindo-se numa fecundidade superior. Geralmente o
fendmeno em que as massas de ovos tém menor numero de ovos ocorre em cultivares mais
resistentes em relacéo a cultivares mais suscetiveis a nematodes (Stirling, 1979).

Embora nao tivesse sido detetado P. chlamydosporia nem no solo nem nas raizes das
plantas dos tratamentos em que o fungo nao foi aplicado (B e E), o fungo foi detetado nesses
tratamentos no ensaio de determinacao de parasitismo (Figura 7), porém a niveis vestigiais que
podem ser resultado de contaminacéo ou da presenca em baixa densidade de um fungo nativo.
De facto, ambos 0s casos podem ocorrer simultaneamente. J& foram testadas e caracterizadas
varias componentes e propriedades de diferentes isolados portugueses associados a espécies de
Meloidogyne (Vieira dos Santos et al,. 2019). Isto indica que varios isolados nativos do fungo
podem ocorrer naturalmente em condicdes de estufa no Pais, mesmo que em baixa quantidade.
Pela metodologia utilizada neste trabalho na determinacédo da densidade do fungo (descrita em Il:
1.4), o limite de detecéo sera de uma UFC no plagueamento da concentracao superior da diluicao
serial, que corresponde a 500 UFC/g de solo. Um fungo nativo com uma densidade no solo
inferior a este limite ndo teria sido detetado. Por isso, estes fatores aliados & aplicacdo dos diversos
pesticidas, juntamente com fatores bidticos e abioticos, podem afetar os valores obtidos de UFC
de P. chlamydosporia nao s6 na etapa do parasitismo, apesar de ser crucial no seu desempenho
de supressao de nematodes.

O desempenho de P. chiamydosporia enquanto agente de controlo bioldgico em condicdes
de gestao convencional, além das caracteristicas intrinsecas de cada isolado, parece depender
fundamentalmente de um processo continuo dividido em varias etapas, que se inicia no seu
estabelecimento no solo até a colonizacao das raizes e, por fim, no parasitismo de ovos de NGR.
Estes processos, como descrito anteriormente, podem ser afetados por diferentes fatores como a
aplicacéo de produtos fitofarmacéuticos que foram aplicados no decorrer deste ensaio. Por isso,
0s pesticidas poderao afetar o desempenho de P. chlamydosporia mais ou menos diretamente,
uma vez que afetando o estabelecimento do fungo no solo estardo a comprometer as
subsequentes etapas do processo. Por essa razao, estudos ecotoxicologicos de pesticidas e outras
formulacbes sao de extrema importancia na selecdo de estratégias que permitam a maior

eficiéncia do fungo P. chlamydosporia como agente de controlo de NGR.
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2. Efeito ecotoxicoldgico de pesticidas sobre £, chlamydbsporia

No presente estudo, o contato do fungo P. chlamydosporia com os pesticidas testados
provocou uma diminuicao da sua viabilidade como agente de controlo biologico, tanto no
crescimento radial como na germinacao de clamidosporos. Contudo, no primeiro apenas alguns
pesticidas se manifestaram prejudiciais quando adicionados em concentracées mais elevadas,
estando de acordo com o anteriormente reportado na bibliografia sobre os possiveis efeitos na
atividade e fisiologia do fungo (Crump & Kerry, 1986; Jacobs et al., 2003; Nasu et al., 2019; Tobin
et al., 2008).

Os pesticidas tiveram um efeito significativo no crescimento radial de P. chlamydosporia,
tendo variado na sua intensidade de acordo com a formulacao e a concentracao de substancia
ativa (s.a.) testada no ensaio. A uma concentracao de 100 ppm de s.a., os pesticidas afetaram o
crescimento radial, a excecdo do fungicida Ridomil Gold R (s.a. cobre com metalaxil-m) e dos
inseticidas Oberon (s.a. espiromesifena) e Mesurol 200 (s.a. metiocarbe). Porém, a concentracao
mais baixa testada no ensaio, 1 ppm, apenas quatro pesticidas revelaram ter efeito negativo
(p<0,05): os fungicidas — Signum (s.a. boscalide com piroclastrobina) e Scala (s.a. pirimetanil) -

e 0s inseticidas Boreal (s.a. abamectina) e Steward (s.a. indoxacarbe).

Poucos pesticidas e/ou s.a. testados neste trabalho foram profundamente investigados para
determinacéo de efeitos na atividade bioldgica de P. chlamydosporia e, consequentemente, na sua
eficiéncia como agente de controlo bioldgico. A formulacao de oxamil, nematodicida Vydate 10L,
demonstrou causar um efeito negativo no crescimento do fungo, porém apenas na concentracao
de 100 ppm de s.a. O efeito do oxamil ja tinha sido observado anteriormente/n vitro, sendo
registado igualmente um efeito negativo (p<0,05) apenas a 100 ppm mas nao a concentracdes
menores como as aplicadas no campo (Tabela 4) (Crump & Kerry, 1986; Jacobs et al., 2003). Da
pesquisa bibliografica percebe-se um maior conhecimento atual sobre os efeitos do oxamil no
crescimento de P. chlamydosporia, que visam estudar a sua compatibilidade em condicoes de
ataque de NGR as culturas. No entanto, a cultura do tomate sob gestado convencional é fortemente
atacada por multiplas pragas e doencas, evidenciando-se a traca-do-do tomateiro e o mildio. O
ataque de mildio é historicamente uma preocupacao dos produtores de tomate, pelo que a

aplicacao de fungicidas é inevitavel.
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O crescimento radial de P. chlamydosporia foi significativamente inibido em meio de cultura
pela acao de fungicidas (p<0,05), tendo algumas destas formulacdes produzido efeitos
significativos mais acentuados que outras. Embora o cobre seja um micronutriente essencial as
células vivas, este pode ter igualmente propriedades toxicas (Cervantes, 1994), e por isso ¢
amplamente utilizado como fungicida. Por essa razdo, seria de esperar um efeito negativo no
crescimento do fungo por parte das seguintes formulacdes contendo cobre: Ridomil Gold R (14,2%
Cobre + 2% Metalaxil-M), Melody Cobre (40,6% cobre + iprovalicarbe) e Cupramax (6,9% cobre).
No entanto, o facto de os pesticidas com cobre na sua composicao ndo terem causado inibicdo
do crescimento de P. chlamydosporia a baixas concentracoes, ou, no caso do Ridomil Gold R, até
a 100 ppm, pode dever-se a resisténcia inerente do fungo a exposicao ao cobre. Num ensaio /n
vitro no qual foi avaliada a tolerancia de fungos ao cobre, houve crescimento radial de colonias de
P. chlamydosporia a uma concentracao de cobre até 200 ppm, tendo sido calculada uma Ec50
de 174 ppm de cobre (Baath, 1991). Estes valores acabam por ser semelhantes aos obtidos no
presente estudo, uma vez que o valor estimado de Ec50 para o Cupramax e Melody Cobre foi de
121,79 e 101,82, respetivamente, além de que a concentracdes mais baixas, de 1 e 10 ppm, o
primeiro demonstrou até ter um efeito ligeiramente benéfico no crescimento do fungo (p<0,05).
Contudo, tal pode dever-se também mais a um efeito para-morfogénico destes pesticidas, que nao
foi confirmado, mas que poderia ter atuado na reducao da frequéncia de ramificacdo em vez de
aumentar o crescimento, o que permitiria ao fungo expandir radialmente com maior sucesso com
um menor investimento em biomassa (Jacobs et al., 2003, Trinci, 1984). No entanto, apesar das
formulacdes referidas partilharem cobre como s.a., ndo antecipavam necessariamente efeitos
semelhantes, uma vez que havera componentes distintos nas suas formulacées. Num ensaio
semelhante para avaliar o efeito de um pesticida com cobre, o crescimento de P. chlamydosporia
foi mais afetado do que quando comparado neste ensaio com o Cupramax (Ceiro et al., 2015).
Por exemplo, o fungicida Melody Cobre tem na sua constituicdo, para além do cobre, também a
s.a. iprovalicarbe (8.4%), o que Ihe podera ter concedido um potencial negativo mais elevado no

crescimento do fungo (p<0,05).

Apesar de um efeito mais acentuado dos fungicidas em relacao as restantes classes de
pesticidas, os que afetaram mais diretamente o crescimento de P. chlamydosporia foram os
fungicidas Signum e Scala tendo inibido o crescimento de P. chlamydosporia em todas as
concentracdes testadas (p<0,05, Figura 9 e Tabela 5). Numa concentracdo de 100 ppm de s.a.,

ao fim de 22 dias, ambos induziram uma inibicdo do crescimento em 71,89.16% e 71,89%,com
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valores de Ecb0 a volta dos 12 e 5 ppm, respetivamente. Estes dois valores representam os valores
mais proximos da realidade de campo (Tabela 4), sendo que para os restantes apenas o fungicida
Azbany, na concentracdo proxima dos 50 ppm, provoca 50% do efeito maximo. Apesar de as
caldas com pesticidas Signum e Scala terem uma concentracdo de s.a. de 150 e 200, ppm
respetivamente (Tabela 4), estas concentracdes nao refletem a encontrada no solo tendo em conta
a fraca progressao que os pesticidas tém nesta matriz, especialmente no verdo (Crump & Kerry,
1986). No entanto, dos pesticidas para os quais foi possivel estimar o valor de Ec50 tendo em
conta a inibicdo induzida ao fim de 22 dias, o Boreal é o Unico na categoria dos inseticidas. Ainda
assim, os inseticidas sdo necessarios para suprimir certas pragas importantes como a traca-do-

tomateiro, logo, o seu efeito em P. chlamydosporia nao pode ser descartado.

Os inseticidas ndo produziram, naturalmente, um efeito tdo acentuado como os fungicidas
mas também revelaram afetar P. chlamydosporia (p<0,05). As formulacdes Boreal (s.a.
abamectina) e Steward (s.a. indoxacarbe) foram o0s Unicos inseticidas que afetaram
significativamente o crescimento radial de P. chlamydosporia em todas as concentracdes. Em
ensaios conduzidos /7 vitro, a s.a. abamectina revelou ter efeitos negativos no crescimento do
fungo a 10 ppm (p<0,05), embora ndo tendo causado inibicdo total (Nasu et al., 2019). Deste
modo, os resultados do presente trabalho no crescimento de P. chlamydosporia sugerem a
possibilidade de alternativas viaveis entre os pesticidas que visem uma aplicacao conjunta. No
entanto, apesar de o meio de indculo preferencial no solo ser a base de clamiddsporos, nao existe
um portfolio de investigacdo aprofundado sobre um possivel efeito de pesticidas nesta fase da

biologia de clamidosporos de P. chlamydosporia.

O ensaio de germinacao de clamidosporos de P. chiamydosporia em meio com pesticidas
numa concentracao de 100 ppm de substancia ativa (ver I, 2.1) permitiu constatar que quase
todos os pesticidas afetam a sua germinacao (p<0,05). Assim, os pesticidas podem comprometer
seriamente o estabelecimento do fungo no solo, uma vez que a sua aplicacdo com clamiddsporos
¢ 0 método mais eficiente (Kerry et al., 1993; Mauchline et al., 2002). Os unicos pesticidas que
ndo mostraram efeito (p>0.05) foram os inseticidas Steward, Spintor e o Mesurol 200 (s.a.
metiocarbe), sem diferencas significativas entre si. Estes pesticidas e/ou s.a e seus efeitos na
germinacao de clamidosporos ndo tinham sido ainda avaliados. Os fungicidas produziram efeitos
mais acentuados do que os restantes pesticidas, e apenas o fungicida Scala permitiu uma
germinacao superior a 50% dos clamiddsporos. As formulacdes a base de cobre foram as que

mais afetaram a germinacéo dos clamiddésporos de P. chlamydosporia, resultando em menos de
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5% de germinacao. Num estudo realizado em laboratorio por outros autores, o fungicida Cuproflow
37,75 (38% Cobre;) revelou inibir totalmente a germinacdo de clamidésporos de
P. chlamydosporia, aplicado a uma dose de 0,03% (Ceiro et al., 2015). Assim, verifica-se que
mesmo em concentracdes mais reduzidas, o efeito do cobre na germinacdo do fungo é
extremamente inibitério, com efeitos mais pronunciados do que no crescimento radial do fungo

P. chlamydosporia.

Apesar de no presente trabalho para os ensaios de germinacao terem sido testadas
formulacdes apenas a 100 ppm da sua s.a., verifica-se um efeito consideravel dos fungicidas
(p<0,05). Em relacdo aos inseticidas e o nematodicida Vydate 10L (s.a oxamil), apenas o Boreal
demonstrou provocar uma grande reducéo na germinacdo dos clamiddsporos (24.27%). Por este
motivo, & semelhanca do descrito para os efeitos no crescimento radial, parece haver
compatibilidade dos inseticidas com P. chlamydosporia, permitindo uma acdo conjunta contra
nematodes e pragas de insetos. Contudo, quando os pesticidas sdo aplicados nas culturas
agricolas, estes tém um tempo de dissipacao que pode variar com o tipo de pesticida, tipo de solo
e outros inumeros fatores. Ja foi evidenciado um tempo minimo de 5.6 semanas para ocorrer 25%
da dissipacao total (DT25%) para a s.a. azoxistrobina no solo (Bending et al., 2006). Dai que seja
importante entender o efeito causado pelos pesticidas numa dinamica temporal sobre P.

chlamydosporia.

Considerando os resultados do ensaio |l de germinacdo de clamiddsporos de P.
chlamydosporia (Tabela 8), foi possivel verificar a existéncia de um efeito negativo dos pesticidas
quer na producao (Tabela 7) de clamiddsporos, quer na sua germinacdo (p<0,05). Embora nao
linearmente, de um modo geral a taxa de germinacao dos clamiddsporos foi menor no ensaio Il
do que no ensaio |. Isto significa que para a maioria dos pesticidas testados, o contato prolongado
provocou um efeito negativo cumulativo, reduzindo em geral a quantidade e a viabilidade destas
estruturas de resisténcia que permitiriam ao fungo manter-se no solo em condicdes adversas.
Apesar dos pesticidas serem formulacdes, o que lhes confere diferentes propriedades
relativamente as s.a. como a sua solubilidade, a ocorréncia de uma degradacéo gradual do
pesticida (Bending et al., 2006) traduz-se num efeito mais prolongado ainda que possivelmente a
menores concentracdes. Os Unicos pesticidas que, em relacdo aos resultados do ensaio | (Tabela
6), provocaram um aumento ou que nao afetaram a germinacao foram o Boreal, Azbany e o
Melody Cobre. Estes pesticidas originaram um aumento de germinacdo de clamiddsporos inferior

a 15% em relacédo a germinacao produzida pelos mesmos pesticidas no ensaio |, pelo que é pouco
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percetivel se se deveu a um ajuste do fungo a exposicao prolongada ao pesticida ou a degradacao
dos compostos da formulacao. Além disso, no caso do pesticida Melody Cobre, apesar do
aumento, a taxa de germinacao dos clamidosporos nao foi além de 18.67%. Mais uma vez, 0s
inseticidas revelaram ter um efeito menos negativo na germinacdo, mesmo apos 45 dias, em
relacao aos fungicidas, salvo o pesticida Steward, que reduziu drasticamente a taxa de germinacao
de 85% para 11,30%. Sendo este inseticida aplicado no combate a pragas de lepiddpteros, o uso
ou intercalacdo de aplicacdes de pesticidas diferentes podera ser vantajoso no que diz respeito a
atividade do fungo. Além deste ultimo, também o fungicida Scala reduziu a germinacdo dos
clamidosporos, de um valor de 71.23% para 15.51%. Assim, a aplicacdo desta formulacédo de
pirimetanil pode comprometer a atividade de P. chlamydosporia, tendo em conta que 0 mesmo
pesticida afetou significativamente o crescimento do fungo a todas as concentracdes. Como o
fungo esteve 45 dias sob efeito de um produto fitofarmacéutico, varios processos bioldgicos podem
possivelmente ser afetados e uns por consequéncia de outros, como a producdo de clamiddsporos

na sequéncia do crescimento radial.

A quantidade de clamiddsporos produzidos no decorrer dos 45 dias do ensaio (Tabela 7),
apesar de ser apenas uma estimativa, permitiu constatar a inibicdo total da producdo de
clamidosporos por parte dos fungicidas Cupramax, Ridomil Gold R e Signum. Ou seja, ha uma
clara evidéncia de que a formacao de clamiddsporos é afetada por formulacoes a base de cobre,
ainda que nao produza um efeito significativo no crescimento radial de P. chlamydosporia em
concentracdes mais baixas. A formulacdo com oxamil, Vydate 10L, ndo permitiu que o fungo
produzisse uma grande quantidade de clamidosporos até ao fim de 45 dias comparativamente
com outros pesticidas com efeitos negativos mais significativos nos ensaios anteriores, podendo
isto dever-se a varios fatores entre eles 0 modo como a s.a. e familia quimica atua no fungo. Apesar
da substancia ativa ser a substancia responsavel pela atividade bioldgica do pesticida, existe ainda
pouca informacéo sobre um possivel efeito sinérgico de todos os compostos das formulaces. A
semelhanca do ensaio de crescimento radial, alguns pesticidas tendem a apresentar resultados
mais semelhantes entre si devido a composicao do pesticida e da familia quimica a que pertence
a substancia ativa. E o caso dos pesticidas: Vydate 10 L e Mesurol 200, pertencentes a familia
dos carbamatos; Signum e Azbany, com estrobilurina analoga (metoxicarbamato e metoxiacrilato,
respetivamente); e o caso do Cupramax, Melody Cobre e Ridomil Gold R, com cobre na sua

Composicao.
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Os resultados dos ensaios /n7 vifro comprovam a existéncia de efeitos diretos na atividade
biologica do fungo. Consequentemente permite-nos presumir o efeito dos pesticidas tendo em
conta a sua dimensao temporal uma vez que estes e as suas substancias ativas tém um tempo
diferente de degradacdo no solo (EFSA, 2014). Consequentemente, a capacidade do fungo
P. chlamydosporia enquanto agente de controlo biolodgico pode estar comprometida pela falta de
conhecimento acerca de como diferentes pesticidas podem afetar a sua atividade bioldgica. No
entanto, este trabalho indicou uma possivel compatibilidade entre alguns pesticidas e
P. chlamydosporia, pelo que sera importante alargar este tipo de investigacao nao s6 a uma maior
diversidade de pesticidas como também a outros fatores de producéo. As concentracoes testadas
nos diferentes ensaios ao longo do presente trabalho podem servir de ponto de partida para a
realizacdo de estudos semelhantes, no futuro. Mais investigacdo e uma melhor compreenséo
sobre as concentracdes efetivas no solo e na planta por parte das variadas aplicacdes quimicas
podem ajudar a entender melhor o efeito na fisiologia do fungo e a potenciar o seu estabelecimento

no solo e nas raizes.

Sendo o estabelecimento no solo e raizes as condicdes mais importantes para determinar
a eficiéncia de P. chlamydosporia enquanto agente de controlo bioldgico, sera indispensavel,
dentro do possivel, entender o efeito individual e conjunto das varidveis biodticas e abidticas em
solos predominantemente num contexto agricola. Neste trabalho, no ensaio em solo de estufa
essas condicdes foram estudadas, porém, ndo com grande clareza na medida em que os
tratamentos avaliados (planta com ou sem porta-enxerto) foram sujeitos a multiplas variaveis. A
realizacao de estudos em vasos em condicdes de estufa poderao ser essenciais e servir de ponte
de ligacado entre os resultados produzidos em laboratério e 0s encontrados no ensaio de campo.
Para tal, o estudo do efeito das variaveis inerentes a um cenario de gestdo convencional sera da
maior importancia para a selecao de melhores estratégias de protecdo agricola compativeis com

o fungo P. chlamydosporia.
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3. Consideragoes finais

Os resultados desta investigacdo permitem-nos inferéncias relativamente as hipdteses
previamente propostas no inicio do trabalho. De acordo com os resultados dos ensaios /i vitro,
verificamos que os pesticidas tém um efeito negativo no fungo P. chlamydosporia. Também,
permitem-nos concluir que diferentes pesticidas afetam de maneira distinta a fisiologia do fungo
e, ainda, de que o efeito de inseticidas ndo pode ser descartado tendo em conta os resultados,

uma vez que sao necessarios para combater pragas importantes.

Relativamente ao ensaio de campo em solo de estufa, nao foi possivel, contudo, verificar
com clareza um efeito negativo destes pesticidas no estabelecimento de P. chlamydosporia no
solo e capacidade parasitica. Uma vez que o fungo foi aplicado no solo de estufa e, embora se
tenha estabelecido com baixa densidade, este pode ter sido afetado quer pelos pesticidas, quer
por uma diversidade de fatores, como referido anteriormente. Também, nao se verificou um efeito
complementar mais eficaz pelos métodos de enxertia com controlo biolégico por
P. chlamydosporia, nao tendo ocorrido diferencas significativas entre os tratamentos, a excecao
de que as raizes das plantas nao enxertadas revelaram ter inferior nimero de massa de ovos por
grama de raiz. Porém, o efeito da enxertia nao pode, ser descartado, uma vez que nao foi incluido
um tratamento de cv. Coracéo de Boi auto-enxertado, e também porque sé foi testada uma cultivar
de porta-enxerto, pelo que seria prematuro inferir sobre o efeito deste método, havendo uma

variedade de cultivares comerciais de porta-enxerto.

Ficaram, no entanto, evidenciados os efeitos negativos que os pesticidas podem ter sobre
o fungo P. chlamydosporia e a possibilidade de comprometer a acado deste enquanto agente de
controlo biologico. Da analise dos resultados obtidos, no entanto, é possivel perceber que alguns
pesticidas terdo uma maior compatibilidade com o fungo (exercendo efeitos menos negativos). O
recurso a estudos paralelos /n vitro, em condicdes controladas e no campo sera relevante para a
selecdo e otimizacdo de estratégias compativeis para a gestdo sustentavel de NGR em cultura

protegida.
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Anexo |

Tabela 1S. Rating de galhas (Bridge & Page, 1980), n° de ovos por g de raiz, n° de massa de
ovos/g de raiz e percentagem de parasitismo pelo fungo Pochonia chlamydosporia das raizes de
trés plantas dos tratamentos B e E (cv. Coracao de Boi e cv. Embajador).

. , N° Ovos por g Massas de Parasitismo
Talhdo Rating de galhas de raiz ovos pgr gde %)
raiz

Bl 2 69,72 1,4 2,34
4 561,60 4,8 0.00

3 65,76 1,2 0.00

B2 3 200,40 6,68 0.00
3 10,96 0,2 0.00

2 127,37 3,48 0.00

B3 3 0,38 0,04 0.00
3 38,72 0,44 2,40

4 56,20 0,5 0.00

El 3 260,68 2,34 0.00
4 118,14 1,04 0.00

2 61,27 1,38 1,89

E2 2 382,20 1,96 0.00
4/5 184,04 2,78 11,65

3 276,14 2,64 0.00

E3 5 438,02 4,64 3,39
5 468,16 7,6 0.00

5 357,19 4,84 0.00

*Os valores apresentados sao a média de duas repeticoes.
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Anexo Il

Tabela 2S. Rating de galhas (Bridge & Page), n° de ovos por g de raiz, n° de massa de ovos por g
de raiz e percentagem de parasitismo pelo fungo Pochonia chlamydosporia das raizes de trés
plantas dos tratamentos inoculados com o fungo BF e EF (cv. Coracao de Boi e cv. Embajador).

- , N° Ovos por g Massas de Parasitismo
Talhdo Bridge &Page de raiz ovos p(?r gde %)*
raiz
BF1 3 6,68 0,2 23,09
3 54,96 0,24 1,23
2 - 0,28 -
BF2 1 39,04 0,64 0,70
1 0,4
0 - 0 -
BF3 1 75,09 0,76 64,18
3 47,33 0,4 13,25
3/4 33,50 0,48 72,86
EF1 5/6 458,83 6,32 37,89
5 265,82 5,96 6,00
4 136,14 2,68 0,00
EF2 2 237,55 4,04 47,51
1/2 82,43 2,24 3,48
3 83,04 2,4 1,74
EF3 6 2,83 0,04 47,54
4 134,14 3,24 64,13
4/5 204,29 3,04 34,42

*Os valores apresentados sdo a média de duas repeticoes.
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Anexo Il
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Figura 1S. Numero de massas de ovos de nematodes-das-galhas-radiculares por grama de raiz nos
diferentes tratamentos B, E, EF e BF (B - tomateiro cv. Coracao de Boi ndo-enxertado;,E -
tomateiro cv. Coracao de Boi enxertado em porta-enxerto cv. Embajador ; BF - tomateiro cv.
Coracao de Boi nao-enxertado aplicado com P. chlamydosporia, EF — tomateiro cv. Coracao de Boi
enxertado em porta-enxerto cv. Embajador aplicado com P. chlamydosporia). Os valores séo a
média de 6 repeticdes por tratamento e respetivo erro padrao. Letras diferentes representam
diferencas significativas no numero de massa de ovos por grama nos diferentes tratamentos
(p<0,05).
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Anexo IV
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Figura 2S. Numero de ovos de nematodes-das-galhas-radiculares por grama de raiz nos diferentes
tratamentos B, E, EF e BF (B - tomateiro cv. Coracao de Boi nao-enxertado;,E - tomateiro cv.
Coracao de Boi enxertado em porta-enxerto cv. Embajador ; BF - tomateiro cv. Coracao de Boi
nao-enxertado aplicado com P. chlamydosporia, EF - tomateiro cv. Coracao de Boi enxertado em
porta-enxerto cv. Embajador aplicado com P. chlamydosporia). Os valores sdo a média de trés
repeticdes e respetivo erro padrao. Letras diferentes representam diferencas significativas no
numero de massa de ovos por grama nos diferentes tratamentos (p<0,05).
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Anexo V

Tabela 3S. Ficha de registo de aplicacdo de produtos fitofarmacéuticos no ensaio da Apdulia
(adaptado do caderno de campo do produtor comercial) com as seguintes informacdes sobre os
produtos fitofarmacéuticos: Nome comercial; inimigo da cultura; concentracdo/dose aplicada na
calda; data de aplicacao; intervalo de seguranca e modo de aplicacao.

Nome . . Data de Intervalo de Modo de
. Inimigo/Funcdo  Dose o N
Comercial aplicacdo Seguranca aplicacado
Viydate 10L Nematodes S.I* 1701 - Rega
Radifarm Enraizante 5L/ha 01-02 - Rega
Cupramax  Indutor 3L/ha 11-02 - Rega
Resisténcias

Strong Fertilizante S.I.* 15-02 - Foliar
Power

Mesurol Trips 5L/ha 16-02 28 dias Foliar
Procrop Promotor defesas 1,5L/ha  20-02 - Foliar
Shiel Eu

Advance Fertilizante 3L/ha 20-02 - Foliar
Spintor Trips 250mL/ha 20-02 3 dias Foliar
Altela Promotor defesas 1,5L/ha 2502 - Foliar
Boro Plus  Fertilizante 1,0L/ha 2502 - Foliar
Folivex inicio Fertilizante 3,0/ha 25-06 - Foliar
Pegasus Fertilizante 3L/ha 6-03 - Foliar
Boreal Trips/Acaros 1,0L/ha  6-03 3 dias Foliar
Melody Mildio 1,3kg/ha 1803 7 dias Foliar
Cobre

Spintor Trips 250ml/ha 18-03 3 dias Foliar
Signum Botrytis 1,8L/ha 2703 3 dias Foliar
Belthirul Tuta absoluta 500g/ha 12-04 - Foliar
Procrop Promotor defesas 1,5L/ha 12-04 - Foliar
Shiel Eu

Azbany Mildio 800mL/ha 19-04 3 dias Foliar
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Nome . . Data de Intervalo de Modo de
Inimigo/Funcdo  Dose

Comercial aplicacdo Seguranca aplicacdo
Scala Botrytis 2,0L/ha 2704 3 dias Foliar
Spintor Trips 250mL/ha 27-04 3 dias Foliar

Steward Tuta absoluta 250mL/ha 10-05 3 dias Foliar

Oberon Acaros/Mosca 600mL/ha 17-05 3 dias Foliar

Branca
Ridomil Mildio 5,0kg/ha  7-06 3 dias Foliar
Gold R
Belthirul Tuta absoluta 500g/ha  7-06 - Foliar
Procrop Promotor defesas 1,5L/ha  21-07 - Foliar
Shiel Eu
Belthirul Tuta absoluta 500g/ha  21-07 - Foliar

*S.1. indica falta de informacéo.

(Continuacao da tabela)
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