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Rsumo

O fungo Poçhonia chl*rydoryoria e um potencial agsnte de çontrols biológico dos

nemátodçs-das-galhas-radiculares.

Com çste trabalhq pretendeu-sç avaliar a efiçáçia de inoarlações ds çlamidósporos

no solo, no estabeleçimento de uma população do fungo no solo e na raiz de tomateiro

em estufa çom níveis dç dçnsidade iggais ou zuperiores aos çonsidçrados somo

neçessários para um eficaz controlo dos nemátodes-das-galhas-radiculares. Ao longo de

dois anos de ensaio, foram efecruadas inoculações do isolado PçMR e avaliada a

densidade ds fungo no solo ç na raiz.

As inoculações efççtuadas permitiram estabelecer uma população de P.

no solo ç atingir os valsres de densidade pretendidos. No e,ntanto, os

valores pretendidos para coloniação da raa pelo fungo, tbram atingidos apçnas no

primeiro ano.

Foi igualmente demonstrada a capacidade do fungo em se mantçr no sols durante

longos períodos de tempo mesmo na ausôncia de cultura ç em çondições adversas de

humidade e temperatura.
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Abstract

Evolution of the nematophagrus fungus Fochonia chlarnydosporta - PçMR isolate

population, after inoculation, in soil and root of a greenhouse tomato culture

Pochania chlamydospona is a potential root-knot nsmatode biological çontrsl

agent.

The aim of this work was to evaluaÍe ths effectiveness of chlamydospore

inoçulations at the soit for the establishment at both soil and greenhouse tomato rooL of

a fungus population in dens§ levels squal or superior to thosç çonsidered as nççdçd for

an cffeçtive control of root-knot nematode. Along two years, sevçral inoculations using

the portuguçsç isolate PçMR wçre made and thç dens§ of fungus at thç soil and rosts

studiçd.

Thçsç inoçulations allowed the stablishmçnt of a population of P. chlamydosparia at

thç soi.t and achiçve the desirsd density values. Elowever, only in the frst year of assay,

the desirçd values of root çolonization by fungus wçrç açhiçved.

It was also demonstrated that P. chlwnydnsporia çan survivç for itsetf at thç soil for

a long period of time even in the absençe of plant culture and in advsrse moist and

tempsrafu re conditions.
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l.ldroduSo

1" Introdução

O nemátode-das-galhas-radiçulares constitui actualmentç, um dos maiores

problemas fitossanitários çm hortiçultura protegida (furioq 2005). Â utilização de

pesticidas químicos para a minimização do problema tem sido generalizada çausando

elevados impacros ambientais ç risços para a súde humana e dç outros organismos. Por

esta razão, as restrições à aplicação destes produtos são çrescentes, tornando-se

fundamçntal a disponibitização de meios dç çontrolo ahçrnativos, eficazes ç Çom meno§

efeitos sççundários indesejáveis. Uma das possibilidades que maror interçsse tem

suscitado neste âmbito é o çontrolo biologico (Àbrantes et al.,2OgZ). O nçmátod+das-

galhas-radiculares possui vários antagonistas naturais (Stirling & Mankau, 1978;

Morgan-jonçs eíal, 19S1; Sharon eÍ aL,1,998; Kçrry & Bourne, L999;Pyrowolakis À eÍ

al, 2üA2; Kiewniçk & §ikora, 2006). O antagonista Pochonia chlamydospwia ç um

destes organismos, considçrando-se que poszui um çlevado potencial para §€r utilizado

Çomo 4gente dç controlo do nemátodedas-galhas-radiçulares.

Na sequência dç varios trabalhos realizados em lnglaterra (Kerry & Crump, l9E2;

Abrantes et al., ãOAâ| efeçtuou-se a prospecção do fungo P. chlamyda;paria em

Portugpl e çonstituiu-sç uÍna colecção de isoladss (Franco et a1.,2001). Através dç

testes in vitro e testes em vaso§, foram seleçcionados alguns isolados cujas

çaractsrísticas fisiologiças mais se adequam à utilizaçãs çomo agentes dç çontrslo do

nemâtodç-das-galhas-radiçulares, nomeadamente a capacidade de parasitar ovo§i a

capacidade de produção de clamidósporos ç a çolonização da rizosfera de plantas

(Pombo, 2000; Franco et a1.,2001). I)e entrç estcs, seleçcionou-s§ para estudos futuros,

o isolado PçMR pelos elçvados desempeúos nsstçs tçstes (Franco eí a1.,2001).
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l.lntraduçtu

para que a cficáçia de P. chtwnydosparia ssja elsvada no çontrsls do nçmátodç{as-

galhas-radiçulareü e nççessário garantir que o fungo çolonize o solo e a raiz das plantas,

em níveis çlçvados (dç Lçü et al., 1993; Bourne et a1.,1999). Para tal, é fundamçntal a

çompreeagão da dinâmiça do fungo no solo, após a inoculaçãg assim como o modo

çomo a colonização do solo pelo fungo afeçta a colonização adequada da raiz das

plantas. Estç e um aspecto flrndamental para a eficáçia do fungo como agente de

çorúrolo biologico uma vez qus sstç depende da capacidadç ds fungo para parasitar os

ovos do nçmátode quÇ sç çnçontram ao longo da superficie radicular (I.erj et al.,1993).

Estç trúalho tem como principal objectivo avaliar a çfiçaçia dç inoçulaçõçs

suçessivas do fungo P. chlamydaryoria, no estabçlecimento de uma população do fungo

no solo e na raiz dç tomateiro çuttivado çm çstufa. Para tal, pretende-se:

. Avaliar a densidadç inicial do fungo P. chlamydasporia no solo.

. Avaliar a variação da quantidade de propagulos do fungo P. chlamydosporta no

solo çausada por cada nova inocutação do fungo.

. Çomparar a colonização do solo e da raiz pelo fungo, entrs talhõçs dç solo

tratado çem um biocida e talhões sem çste tratamento'

. Avaliar a colonização da raiz de tsmatçiro por P. chlamydosporia, apo§ a§

inoculações.

. Verifiçar a influênçia ds nívçl de colonização do solo pçlq fungo P'

chlamydosporta na çolonização da raiz nos niveis nçççssários à oçorrência de

çontrolo biológiço.

4



â Reusâo Uhtiagrefiea

2. Revisâo Bihtiográfiea

2.1. Emportância do nemátodeda*gathas-radiculare§

As çspeçiçs pertencentss ao género Melaiúrym* desigoadas por nemiítsdçs-das-

galhas-radicularcs (NGR), constituem um dos maiores problemas fitossanitários

çausadss çnr nemátodçs em todo o mundo (Kçrry, 1997). Os seus çfçitos retlsçtçm-sç

ao nívçl da quantidade e quatidade das prduções agrícolas (Eiseúack &

Triantaphyllou, 1991), sendo responsáveis pela redução çm média dç 5% da produção

mundial. Os estragos çm situações isoladas poderãq tro eotaoto, ser muito supsriores

(Agrios,2005).

Estão dçscritas mais de 80 especies do generoMelaielagtne, seodo M. incagnitu,M

arefleria, M. javanica e M. hapla as especies çonsidçradas dç maior importância

econsmiça uma vez que são responsáveis por cerm de 95% das infecções causadas por

nçmátsdçs daquele género çm sistemas agrícolas (Eisenback & Triantaphyllou, 1991;

Baiçheva et a1.,2002). A distribuição mundial das especies referidas e muito vasta,

verifiçands-sç a sua presença em quasç todo o muodo ç unra grandç capacidade de

adaptação a variadas combinaçõçs dç tipo de solo e de tempsratura. A sua presença é

especialmente problemátiça em países dç çlimas temperados a quentes e dç lnvernos

curtos e pouco rigorosos (Whitheaü 1997; Agrios, 2005). Os NGR po§§uçm mais de

2000 çspçciçs de ptantas hospedeiras, incluindo a maioú das plantas çultivadas

pertencentes a farrílias distintas çomo Solanaceae, Cucurbitaceae, Leguminoxte,

Compositae, {lmbelliferae ov Crucderae (Kerry, 1997; §rios, 2005)' Algumas

espscies destes nemátodçs são pdogénicas para crrlturas importantes çomo ççreais,

batate sojA banana, ÍabaÇo, cafrn çanade-açúcar § algsdão (Kerry, 1997). Oufro

problema assoçiads à infeção por especies do gçnero Melaifugne e o façto dç

5
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induzirem o agmçnto da susceptibilidade das plantas a outros agentes fitopatogénicos

eoÍno fungos e baptérias originando doenças coryleles e oomequçntemente

aumentando os prejuízos nas çulfiras (Mitkswski & Abawi, 2A0B).

2.2. Caracterizaçâo do género Meloldogme

2,2,1, Classificação taxonómica

De apordo çsm Eisenback & Triantaphyllou (1991) a classifieaçáo ta:ronómica do

géaero Meloidogne é a seguinte:

Reino Animal

Filo Nematoda

Claese Secernentea

Ordem Tylenchida

FamíIla Heteroderidae

Géneno Meloidogyne

2.22, Camcterização morfológica e ciclo de vida

Os nematodes perteneentes ao género Meloidogme são endoparasitas obrigatórios,

sçççssúando dç uma Planta

ho@eira pm concluh o seu eicb

de vida (Hussey, 19E5; Eisenbaclç

1998). As espécies pertencentes a este

género possuem um dimorfismo

senral acentuado, em que os machos

são filifrrmes, redem entre 1"2 a 1,5 Fte' 1. Fh@ &Meloifuw ry. (§EM) (fcto

cedidaPu rarmic)

mm de comprimento e 30 a 36 pm de

6



2- Revrsão Btbtngráfica

diâmetro e se encontram livres no solo. As Íêmeas são piritormes ou ovóides, ÇQm um

estrçitamento n& zona anterior, medindo entre 0,40 a 1,30 mm de comprimento por 0,27

a 0,75 mm de diâmetro (!ig.1) (Agrios,2{i05; Eisenbaclq 1985). Estas têm uma tbrma

de vida sedentária e encontram-se total ou parcialmente inseridas na raiz. Podem

reproduzir-se por anfimixia ou por partenogénese dependenrio das condições em que se

encontram (Poinar Jr., I 983 ;'I'riantaphyllou, I 985).

i-r ,.i:_^,*.^_ *^ i_i^ú-*i^
+4r drtlrrEtrrdr!l+ç !rIELrgr!Hg

secreçôes da glÉndula
erofágica no interior das
crilulas da rair, fsrmands 

"

células gigautes

O nemátooe desettuoiue+e
em J3. J4 e aduhs.

Âr arlhan lnrmtm.* mE*

rÊüpottá to para*itlrnu-

Céiuias
giganles

Os c:rcs sãa expelid==
formando uma masaa

de ovus no exlsrici
da fômsa.

O J2 entra na taíz e
migra para o locai da
llongaurerrtt Eelulãí.

?

-*-

unra niuila riu til
interior do ovu. Ovo

Fig 2. Ciclo <ih vida <1o nematode-iias-gaihas-radiculares (aiiaptailo de Agrios, 2tltt5)

Em çada postura, uma têmea liberta entre 500 a mais de 1000 ovos que tiçam

envolvidos numa matriz gelatinosa segregada peias glândulas rectais (§{itkowski &

Abawi. 2003) que tem como função a protecção dos ovos da <iessecação. e de

antagonistas e predadores. Este conjunto riesigna-se por Ínassa de ovos e e geraimente

depositado no exterior da raí2, podendo, no entànto, ticar retido no seu interior se a

têmea se enÇontrar profundamente inserida na raiz (Agrios, 2005). A eclosão do

nçmátode depende de tâctores como a maturâção do ovo, a temperatura e o tipo de solo.

"7
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2- Rerasão E ihtia$âfica

O primeiro s s€gundo çstádios juvenis (Jr e Jr) dçsenvolvçm-ss no intçrior do ovo.

üç nçmâteiiçs e,çiqrdem sob a ftrrma rie

Jz, único estádio infeccioso (Fig.3), e

libertam-se pâra o solo. Os jovens de

segrrndo estádio. aptos a infecÍar as

plantas, são moveis, vermiformes e

medem entre 0^3 a 0,9 mm de

comprimento e c€rsa de 815 pm de

Fig 3. Ovos de Meloidogne sp. e eclosiio de

diâmetro (Eisenbach 1985; 
umjonrem e segundo estádio (4tn:iXfoto cedida

Eisenbaclq J.D. & Triaataphyllou por Laburic)

H.Il, 1991). Ao encontrarem uma

planta susceptível, penetram nesta e deslocam-se pelos espaços interçelulares. Na zona

tio aiongarneutr; ççiuiar iixam=sç e

iniciam o processo de aiimentação pela

introdução de secreções da glândula

esofagica nas células cla planta, através

de uür estilete. Como resultado, as

celulas de alimentação permanentes

Fig. 4. Galln na raiz corn jovern causada por sofrem hipertrofia e ttlrnam=se

Meloidogne §p' (40ox) (foto cedida por 
multinucleadas designando-se por

"ççlulas gigantes". Originam-se assim as galhas radiçulares típicas da doença

(Eisenback & 'friantaphytlou, 1991; Bleve-Zacheo et al., 1997). Seguidamente, dá-se

urna neva muda que origina um jovem de terçeiro çstádio (J:). Esta fasç e curta dando-

sç a terceira muda logo de seguida e originando um jovem de quarto estádio (J+).

Durantç o terceiro e quarto estádios o nemátode não se alimenta. Com a quarta e última

I



2 Revrsão Bbfngráfrca

muda, o nemátode atinge g estado adulto. Este poderá sçr um maçho vermiforme que §ç

tiberta da raiz c vive livremçntç no solo, ou uma Gmea que continua a aumentar de

volumç e quÇ adquire forma piriforme. Çom ou sem fe*ilização do maÇho, esla produz

ovos que Liberta de seguida para uma matriz gelatinosa (Mitkowski & Abawi, 2003;

Agrios. 2005).

O ciclo rie vida dos NGR tem a duração aproximada de 25 dias a 27 "C, podendo

durar mais tempo, dependendo da temperatura.

A dispersão dos nemátodes e tbita principalmente atraves da água e utilização de

material agricola contaminario. A maioria dos nemálodes encontra-§e no sistema

radicular entre 5 a 25 cm abaixo eia superÍicie do solo (Agrios, 20Ü5)'

2.3. Caracterização da doença

Os sintomas mais saracteristiços e tlramâticos resultantes da infecção pelos

nemátodes-das-galhas-radiçulares situam-se ao nivel do sistema radicular. Como

resultado rJa alimentação destes, as ralzes dilatam no ponto de infecção e são

riçsenvoivtiias gaihas iipicas ua doença

que podem atingir varias vezs§ o

diâmetro de uma ruiz saudável

§{itkowski & Abawi. 2003; Agrios'

2005), f conlum oÇoÍrÊrem várias

intbcções ao longo da raiz eont'enoelo-

Fig. 5. Raiz corn galhas causadas por lhe um asp€cto rugoso e sinuoso (Fig'

líeloidogtne sp'(fotocedidaporlabmic) 
5). A infecção causada por algumas

especies pode tambem induzir o çrescimento de pequena§ mas numerosas raizes na zonÍt

acima da galha, resultando numa densirJade anormal de rarzes secundarias ne§§a zona'

I



2. RevÍsão Wt@rffiea

Em geral, çomo resuhado da infecção por nsmátodss do géneroMeloidogmeo o sistçÍna

radiçutar tem Çresçimedo re-duzido ç psde,m dese,nvolver-§e nsçTose§ (Agrios, 2oo5).

Na parte aérça das plantas infsçtadas é Êequente obsçrvar-sç o çresçimçnto reduzids e

urrra m€nor guantidade dç folhas, gue sm gcral são de mçnores dimensões relativamente

a uÍna planta saudável e de coloração vçrdc pálida ou amarçlada. Os rebentos ç frutos

eçoÍrem igualmente çm menor quantidade e são de qualidade rçduzida. Çom o aumento

da temperatura, as folhas tendem ainda a murchar. Estçs sintoma§, as nívçl da parte

aerça da planta" oçorrçm dçvido à absorção e tmsporte limitado de água e nutrieutes

para os nívçis superiores da planta quÇ! por sua vç2, rçsultam da existênçia de galhas na

zona radiçular que impedem o ssu fluxo normal. Por esta razão, a planta pode também

apresentar sintomas dç çarênçia de nutriçntçs. A gravidade dçstas alterações depende,

em geraf de três façtorçs: da densidade populacional de nemátodçs, da especiç do

nemátodç e da susceptibilidade do hosps.deiro (Whitehead, 1997; Mitkowski & Abawi,

2Oo3).

2.4. Mdidas de controlo

Existem diversos mçios para o controlo de nemátodes fitoparasitas sçndo o custo,

eficiáçia e o tipo de cultura" alguns dos factsrçs qus inÍluçnçiam a çsçolha ds mais

adequedo (Agrios, 2005). Em geral e aplicada a çombinação de vá'rios métodos çomo a

sotarização, o use de plantas rçsistentçü rotação com plantas não hospedeiras,

incorporação de materia orgânica &esça e aplicação de peslicidas (Whitehead, 1997;

Agrios,2005).

Entre os vários meios eüstentes, a aplicação de nçmatiçidas quíruicos é o meio mais

fiável e por isso um dos mais utilizados no controlo do nemátçdçdas-galhas-radiçularçs

em vários tipos de çuhuras, aBssaÍ da sua aplicação tçr um impacto considsrável ao
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nível ambiçntal, eçonómiço ç da saúde humana. Os principais efeitos negativos

resuhante-s da sua utilização rçflççtem-se a nível geaetieo, psderdo eausar anomalias

morfológicas e fisiológiÇas çm animais as nível dss sistemas nçrvoso! respiratóriq

irnunitáriro ou sndóGrino (EP{ 2006). A bioacumulação, a persistência das substâncias

nos ççossist€maso a acumulação nos lençois frerátiços, o arrastamçnto dos produtos

pulverizados pelo vento e a lixiviação são outros dçs riscos assoçr,ados à aplieação de

nematiçidas quimicos. Pode rçferir-sç como exemplo o bromçto de metilo, um bioçida

de largo espectro muito utilizado em hortisrltura intensiva. E urna ubstâneia muito

volatit que facilmentç sç libçrtada para a atmosfçra sends um fortç dçstruidsr da

camada de ozono. Por çsta ra?Ão, de acordo Çom o protocolo de Montrçal (1995) será

rçtirada do merçado atç ao ano 2010 (Kçrry, 2001; Portal da União Europera, 2006).

A çrçsççntç preoçupação çom a saude humana e ambientat devido ao uso de alguns

pesticidas guímicos, aumenta o interessç pela pesquisa ç desenvolvimçnto de estrategias

que integrem metodos de conlrolo variados e que reduzçnn a dependência dç substânçias

químicas (Kçrry, 2001).

2.4.1. Controlo Biológico

Q controlo biqlógiÇo é dçfinido çomo o uso de organismos vivos Çom o objectivo de

reduzir a densidade populacional ou impaoto de dçterminedo organismo patogénico,

tornando-o mçnos abundante ou mçnos destrutivo rçlativamçntç ao quç açorúeççria na

ausênçia do agente de çsnuolo biologico @ilenberg 2006).

Os nemátsdçs fitoparasitas, em particular o gsnero Meloidagme, dçsçnvolvem uma

complexa retação çom o hospedeiro e o s€u ciclo de vida ofereçe variadas

possibilidades de perturbação. De fonna a çnçontrar um agents dç çontrslo biologico e a

desenvolver oovas estratégias para a sua utilização, torna-se necçssário determrnar e

1l



2 Revrsão BiÉ,tiqráfiea

estudar os anta€ooistas naturais quç existem no solo ç que podçm s€r respoosaYeis pela

eventual suprsssão das popuhções de nematdes. É, no entanto, neçassario ter cm

consideração que o contrslo bislogiço nãs pode sçr visto como um substituto dss

pesücidas químicos, ou somo um modo de eliminação imçdiata dos organismos

fitopmogéniÇos uma v€z que tem que sçr mantida a fonte dç aliments num çcrts oívçl

permitindo que o agsote de çontrolo biotógico possa sobreviver e multiplicar-s€. Devçrá

antes csr ençarads çomo um compleÍnsnÍo a crtros métodgs, numa perspectiva de

protecção integrada na gestão da população de nsmátodes e prsveoção de futuras

infestações graves da doçnça (Kerry, 1997),

Apesar de possuir atgumas limitações, Gomo a lenta actuação dos organislno§r a

forte dependênçia das condi@es ambientais, ou a difiçuldade em atingir a totalidade dos

organismos patogénicos, o çontrolo de doenças por meios biologicos apresenta

vantagens na sua utilização çomo a especificidade do hospedeirÇo o controls a longo

praza Ç o mener impacto a nível aurbiçntal, ecológico e da saúde humana (Kçrry, 1997).

Um agente de çsntrolo biologico de nçmátodçs devçrá cumprir os seguintes

requisitos: capacidade parasítica çlçvadq ter o nemátode çomo pnncipal hospedeiro e

não ser patogenico para as plantas cultivadas ç outrss animais. Dçvç ainda ter

crescimçnto optimo em intervalos adequados de pH e tempsratura para a sua produção

em mass& desenvolvçr-§ç çm mçio artificial, ter um msdo de acção coúecido, ser

possívet formutá-ls mma forma utiliável e ter caBacidade de competir çom outros

microrganismos autóçtonçs ds sistçma ondç e introduzids (Sidiqqui & Mahamosd,

lee6).

Açtualmente já são produzidos comercialmente alguns agçntçs dç çontrolo biologico

cottaMelaidagtne spp., no entanto, estes ainda não demonstraram a çfiçáçia sufiçiçnte
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para se tomarem uma alt$nativa aos mçios de çontrsls químico açtualmente exi§tçotç§

para a rnaior parte dos sistemas de produção de ptantas (Abrantes et a1.,2002).

Os antagonictas dç nsmátodes ütoparasitas podçrão sçr vários çomo parasitas (vírus,

ba«erias, protozoánios, fungos) e predadores (protozoários, áearos, tardigrados,

çolêmbslos, fungos e outros nsmatodes) (§ayrç & I#altçr, 1991; Pyrowolakis et al-,

ZAAZ1 Dç entrç os antagonista§, os fungos ooupam um lugar de destaque (§idiqqui &

Mahamood" 1996). Estes podem sçr divididos çm três categorias, segundo o §çu msdo

de actuação; i) Fungos formadores de armadilhas que podem sçr redes de hifas,

ramificações, botõos adesivos, ançis çonstritores ou não constritores (ex. ArthroboÍrys

irregularis, Dactylella spp. § Morncrasporiam spp.) (Jatala, 1985; Kerry, 2001; Kerry

& Jaffee, 1997); ii) Fungos endoparasitas dç nemátsdes vçrmiformes que são

çaraçterizados peta produção de esporos adçsivos de pequenas dimensõçs que aderem à

çutíçula do nçmátodç e penetram:na, colonizando o hospedeiro ç zoosporos mÓvçis ou

§sporos que nça€§sitam de ser ingeridos parâ que possa osoÍrçr a colonização do

hospedeiro (ex. Drechmeria coniospora, Catenaria anguillulae e ÍIirstella

rhossiliensis) (Viaene & Abawi, 2000; Jansson & Lopezdlorçq 200a); iü) Fungos

parasitas de ovos ou formas fixas do nemâtode quç possuÇm a capacidadç de parasitar

ovos G Êmeas sedentárias de nemátodes titoparasitas. As especies inçluidas nçste

último grupo sãs üequçntçmenlç çncontradas çm solos agríçolas e são çonsidçradas

potenciais agentes de çontrolo na medida em que possxam a eapaoidadç de inibir s

proçesso reprodutivo dos nçmátodçs ou a ççlosão dos ovos. Qs principais meios dç

acção çnvolvidos So a danifiçação de elementos estruturais dos ovos e da çutícuta do

nemáXode por actividadç enzirnátiça ç/ou fisiça ç distúrbio fisiologico, através da síntese

e difusão dç metúotitos toxicos (Morgan-Jones & Rodriguez-Kabane 1987). Foram já

isoladas várias especies de fungos parasitas dç Íêmças sçdentárias, de svss e de quistos
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de nematodss, no entanto apsnas algumas GoÍno Paecilomyces lilaçirrus e Poehoflia

ehtawrydospariatêm sido e.sfudâdas mais iffeosivamenta (fçrrl,& Jaffee, 1997; Kerry,

199?; Kerry, 2000). Uma das grandcs ventagços quç sstas çspççies aprç§sntam é o façto

de seÍem parasrtas façuttativos, possuindo a capacidade de se alimentar

saprofiticamentç. Desta formg a sua sçbrçüvênçia não se çnçontra completamente

dependente da presença de aemátode§ tro solo (Kerry,1997; Kerry & Jaffçç, 1997).

2.5. Caracterização do fungo Pochonia chlamydasporia (Goddardl Zare

& Gams,2fi)1 var. chlanrydosporia

O fungo Pachonio chlamylosporia tbi iniçialmçnte idçntiÍicado em l9l3 por

Goddard apos este o ts recolhido do seu jardim (Ocq 2004). E um fungo endoBarasita

dç formas sçdentárias de nemátodes fitoparasitas e já foi isolado dç ovos dç nçmáIodçs

dos quistos (Heteroderú, spp. e GletbuÍera spp.), de oernátodes-das-galhas-radiçulares

em variados loçais do mundo e embora raramçntç, dç ovos de çaraçol (Kçrr)', 2001;

Zwç et at., 2AA\. Trata-se dç um parasita facultativo com uÍna vasta distribuição

ençontrands-se um pouço por todo o mundo (Kçrry, 2001, Àbrantçs el a1.,20A4.

O fungo P. chlamydasporia tem sido eaçontrado eÍn solos srpressivos de

nemátsdçs-das-gathas-radicularçs e nçmátodes dos quistos çonsidçrando-sç gue possui

um potenciat csnsiderável quando introduzido em solos infestadss por estas especies

(Kerry, & Crump, L977; Morgan-Joo§§ eÍ a/., l98l; Kerry eí al., 19824; Kçrry et al-,

19S2b; Kerr),& Crump, 1998).

2.5.1. Classifieaçâo taxonómica

Taxonomicament§, e anamorfo Pachonia chlarnydosporia está incluído no filo

Deuteromyçoüa ç o sçu telçsmortb, Cordiceps chlamyfusparia, psrtençç ao filo
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Ascomycota Estg foi sbsçrvado sm ovos de mslusços na Amçriça do §ul, ns çntanto

as observaçõçs descritas da fase senrada do fungo são raras (Zwe et a1.,2CI01)'

Dentro do género Pochonia çxistçm pelo menos mais duas espéciçs assoçiadas a

ovos dç nemátodes, a çspçciçP. suchla"sparia e P. rubescens íZare et a1.,2001).

A especie P. chtmtydasporia ençontra-ss dividida nas variçdades P-

chlarnydasporiavw. chtarnydasporia e P. chl*nydoyoriavar. catenulala cuja principat

difersnça residç no modo de formação dos çsnídio§, çm aglomerados globosos e

rnucilaginosos no caso da primeira variçdadç s sm çadcia na ssgunda (Zwe et al-,

2001).

Desdç que foi idçntifrçada pela primeira vez sm 1913 foram atribuidas diversas

ctassificaçÕes ç nomss a çsta especie (Barron & Onions, L965; Zwe et al.n 2001). Em

2001 foi realizadq por Zare, Gams e Evan§" a revisão da especie na qual sç atribui o

nome dç Pochanio chlamydosporia çm substituição de YerÍicillium chlamydosporium,

denominaçãs ainda usada frequentomente pêre esê especie (Zare el al-,2001}

f ercomorfpJf,ate=*lggOat

Reino: Fungi

§ilo: Ascomycota

Classe: Âssomycetes

Ordem: H5,pocrealm

Famlli* Claücepitaee

Género: Cordyceps

Espécie: C or@ceps chlamYdosPoria

Aapno$q$F.sÊ tssgç+ua$al

Reino: Fungr

Filo: Danteromycota

Classe: Hyphomyeetes

Ordem: Mooiales

Familia: Mmilia§@Ê

Género: Paclnnis

Es@cie Pochonia chlamYdosPoria

Variedade: Pochonta chlamydosporla var.

chlamydasporia

(Zare et a1.,2001; Kirk e, al.,2A$l)
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2,5.2. Caracterizaçâo morfológica

Na ibrma assexuada desta especie conhecem-se dois tipos de esporos: os çonidios

do tipo tialosporos, geralmente designados apsnâs por conídios e os conidios do tipo

aleuriosporos, frequentemçnte designados por ciamidosporos (Gams, 1988; Zare et al.,

2001).

Os tiaiosporos são produzicios em hit-âs ve*iciiadas (conidioforos) e possuem cerca

hig. ú. (a,y i'. ctriunrytiosporrrl. a -+izuni.iosptiro. h - + liuiirics nutt verltciir,. r: - liaiosporos cru agrupanlcnios

mucilaginosos. (400 x) (bi1 P. chlamydospoia ern rneio de agar dÊ exúacto de malte. (c) clamidósporos de P.

chian&dosporia (§jii\4) { iotos ceriiilas por Labmi": I

cie 2.5-4.5 pm :; 1.2-Z.Z lrm., apresentam tbrma ovai ou subglobosa e superticle ilsa

{Zare et ai.,2üüil.

Us conidiotbros sào geraimente prostraclos e produzem tialides srmpÍes ou

veniciiadas com 2 ou i tiaiides ao longo do conidiotbro, ou conjuntos terminais de 4 ou

5 tiaiicies. São estruturas t-rnas e tubulares com Çerca de l2-2ó pm de comprimento e

i.ü-i.5 pm de diâmetro lLarc et ul.,2OA1,i e possuem nas suas extremiciacie§ os

tlaioconidios em agregados giobosos mucilaginosos {Gams, 1988; Zare el aL..20üii.

Os ciamidosporos são espor<;s de pare<ie espessa e possuem cerca de 15-25 pm cie

ciiâmetro" Contêm no seu interior substàncias cie reserva que ihes possibriitam uma

viabiiiciadç mais proiongada relativamente aos tialosporos e permitem ao tungo

sobreviver em condições adversas (Zare el u\.,2ú0i). São produzidos em hastes curtas
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(pequenos pedúnculos) com çsrça de 15-25 pm de comprimento e consistem numa

e$rutura hialina formada por um grupo cie 6 a 9 celulas com paredes quÇ vão írçancio

Çspessas ao longo do tempo. Estes podem ser produzidos em grande quantidade no

miçétio aereo ou, em menor quantidadeo submersos em ilgar (Gams, 1988; Zare ei al.,

2r)rii).

As hifas vegerarivas são hiaiinas e septadas e geraimente o micelio e aereo e tino

(Gams, 1988; Zare et a1.,2001). As coionias do tirngo em meio de cuitura em iÜ dias

possuem entre 2ü a 38 mm rie diàmetro. lniciaimente são brancas adquirincio

posteriormente uma cor bege e um aspecto puiverulento que resulta ria prociução de

clamidosporos (Zare e't ui., ZUOI). A parte interior da coionia varia entre o bege,

amareio paiicio e iaranja.

2.ó. lsolados de P. chlumyiittsprtria - o PcMR

Existe uma grande variação de algumas caracterrsticas enire tsolados do fungo P.

chlamydosporia var. chlamydosporiu (Abrantes d ui., 20ü2). As caracterlsticas

reiacionadas com a potencialidade do i'. chlamydosporua Çomo agente de controio

bioiogico variam com os dit"erentes isoiacios (ln'ing & Kerry, 1986; Kerry et ai., i98ó,

Kerry, 2001i como a velocidade rÍe çresçimento (Kerry et ai, 1986. Crump &, trving.

lv92; Kerry, i995i, capacidacie parasítica (lrving & Kerry, 198Ó; Crump & lrving,

lgg}), temperarura optima a que se reiacionam com os outros organismos (.Stiriing,

lyyi), Íemperatura optima de crescimento (Kerry et ai., 198Ó; Crump & ln'ing, Lv92.;

Kerry. 1995) capacidade de proiil'bração na rizost-êra (Kerry, 1995; Bourne et al., i99Ó),

prociução de esporos (Kerry et ai.,l98ó; Stirling, 1991; Crump & ln'ing, L992).

Ate a actualidade tbram ja recolhidos <iiversos isolacios do fungo Pochtmia

chiamydosporic. Aiguns destes têm sicio alvo de estucio paÍa uma potencial utilização
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çome agentçs ds çontrolo biologico {kving & Kerry, 198ó; Hidalgo-i}iaz eí aL, 200ii;

Franco et al.. Z00U. §enas um isolado que colonize faciimente a rizosfera e parasire

rapidamente a§ ma§sas de ovos será capaz de çontrolar as populações dos NG-R (Kerry,

2001)

Em portugal reçolheram-se varios isolarios do fungo P. chlamydosporla que t'bram

submeticios a tesres cie selecção baseados na capacidade de parasitar ovos tio nemàto<ie

Meioidog,tne spp., produção de ciamidosporos e çolonização da rizosfera de piantas em

vaso e in viira. Entre os isoiados testados, o isolado PgN{R foi o que âpresentou as

caraçterístiças mais ariequadas a futura utilização como agente cie controio bioiôgico

contra os nemátories do género Melaitiog;ne, tendo onginado diminuições significativas

na popuiação de nemátodes relativaments a testsmunha (Esteves et al-" 2{-lui: Franco eÍ

al.;7üüi.: Louro et al-,2001).

2.t. P. chiamydospttria como agente de tontrolo biológico

2.i.1. Colonização do soio e da raiz

O fungo P. chlawydosporia é um parasita tàcultativo e não depende exciusivamente

tios nematoties Para sua nutnção

(Stirling, i99i; Bourne & Kerry, ?000)'

Para aiém de conseguir parasitar outros

organismos, coloniza o solo deviclo à stra

capacidade saprofitica quê o permite

degradar uma grande variedade de

moléculas incluindo a quitina € e

celulose. Tem ainda a capacidade de

Íig ?. P. chiamldospona sotrre a rau {§llM,)

(foto cedida por Lahmic)
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proliferar na rizosfera de diversas espesies dc plantas (Bsurne & Kerry, 2000; Kerry,

2001).

Em ged ns sslo oçelrem todos os sstádios asseruados do hrngo Pochonia

chlarnydaspria. Os çlamidosporos são estruturas de maior resistênçia relativamçnte aos

fialósporos e permitem gue o fungo sobrçviva durante algum tempo quando s matçrial

orgânico disponível no solo e os nçmátodes hospedeiros So çsçassqs. A relação de

parasitismo entre os nçmiátodçs e a planta induz o fungo a produzir maior quantidade de

clamidosporos, demonstrando a importância deste tipo de esporos no processo de

desçnvolvimento do parasitismo dç fungo sobre o nemátode (.âbrantes et a1.,2A02;).

Quanto à disporsão do fungo, sabe-sç que, embora limitadq é devidq ao transporte

de conidios pela áEua, ssndo a humidadç um façtor importante na colonizaSo do solo ç

da raiz O movimento de organismos inverteArados do solo permite tambem a

disseminação dss propágulos do fungo a distânçias consideráveis (LçU et al., 1993;

Abrantes et al., 2OO2;).

Uma boa colonização do solo e fundamçntal para assegura.r s çstabçlççimçnto do

fungo P. chlamydosparia na raiz num nívçl que providençie a redução signifieativa da

população de NGR (Lopez-LloÍç,a eÍ al., 20[{); Esteves eí a1.,2001). eom basç çm

trabathcs realizados anteriormente çonsidera-se um solo bem colonizado pelo fungo P.

elolmydaryaria quando este s€ encontra acima de 104 c.f.u. de P. chlumydoqoria par

grama de solo (medido em meio semi-seleçtivo). No çaso da rabn a coloniza$o na

ordem de 103 c.fu. por grama de raiz foi zuficiente para provoçar a reduÉo da

poputação de NGR açima dos 80oÁ, relativamente a plantas çultivadas çm solo não

inoçulado çom o firngo. No çntantg çm trabalhos realizados antçrisrmçnts foi possível

obter eolonizaÉo da raiz acima de lOa c.f,u. por graÍna de raiz çom inoeulações de

10000 clamidósporos por grama de solo (de Leij et al., L992b1' de Leü et al., 1993;
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Bourns & Korry, 1999). Para que seja possível a limitação das populações de

Metaifugme spp., apos a inoculação do fungo no solo, este devçrá GrÇsççr e çolonizar a

úosfçra da plantq em particular as galhas radiçulares induzidas pelo nernátode (de Leij

et al.;1993). Está demonstrado qus o contols dos nemátodçs-das-galhas*adiçulares é

mais efiçaz sm raízes abundantemçnte çolonizadas por P. chlamydosporia,

çomparativamçntç a raízçs em guÊ este e Çscasso (Bourne et a1.,1996). Ao çsurário do

que se psnsou iniçialmçnte, o fiingo além de sç dçsenvolver apenas na superficie da raiz

tem çomportamsnto sndofitico, ou seja, penetra nas celulas epidérmiças e cortiçais da

rai4 mas, não çausa nwrosôs ou descamação nem parççe afeçtar negativamente a planta

(Lopez-Ltor ca et al., 2000; Bordallo et al., 2OAZ).

2.X.2. Factore que afectam a cotouizaçâo do solo e da raiz

A colonização do sslo e raiz pelo fungo P. chlamydasyxia está forternente

depsndente dç façtores biotiços ç abiotiççs uma vez que estos afççtam a §ua

sobrevivênçia e proliferação (Kerry & Jaffs§, 1997)" Q cresçimçnto do fungo no solo

está relacionado com o tlpo dç te&ura deste ç solss ricos em matçria orgânica permitem

um maior desenvolvimento deste relativamente a solos areoosos e pobres çm matéria

orgânicq uma vez que têm disponível uma maior quantidade de alimçnto para o ürngo

(de Leij et a1.,1993). Qs solos rnais ricos têm, oo entantq, maior abundânçia de outros

microorganismos gue podem influçnçiar o çstabçlççimçnts do firngo na mçdida em que

poderão competir çom este (Bourne & Kerry, 2000).

Para alem da influênçia do outros organisrnos sabç-sç gus o desçnvolvimçnto do

fungo no solo e tambcm afeçtado por factores úiotiços. Estes ençontram-§e pauco

estudados, conhççendo-se a sua influência apsnas para alguns façtores çomo a

humidade e tsmpcratura.
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A invasão das raíz€§ por nerniátodes jovens do sçÊundo çstídio é reduzida no ça§o

de baixos níveis de humidade no solo, ma§ o fungo tem a caBacidade de proliferar no

sqlo em níveis dç humidade quç rsduzsm a invasão por parte dos nçmátodes (Bourns &

Kerry, 2000). Assiq a efieacia do fungo no çontrolo de NGR poderá sçr rnaior em

solos menos húmidos, § @n§€qusntemente, çom msff)rçs densidadçs dç nemátodçs

(Bourne & Kerry, 2000).

A temperatura é outro facror detçrminantç para s çtabçlçcimçnto ç çresçirnçnto do

fungo solo ç rizssfera. Esta pde influençiar o srescimçnto do fungo e a produção de

çonídios. Em tçstçs in vitro vçrifiçou-se que P. chlwnydanpana tçm çresçimento optimo

çntrç 25 o 32"e, açima dos 35"C não se observa crescimento. Gams (1988) rçfere

aproximadamente 10oC como a temperatura mínima de çrescimento do fungo. Quanto à

produção de conídios, o pico máximo situa-se nos 22 "C e entre as 22 e 30oC e§ta ç

reduzida (de Lçü et al.,1992).

Uma boa proliferação do fungo naraiz está dependentç não so da capacidade de

colonização do isslado mas também em grande partç da espscie e variçdade da planta

hospedeira que podorá possuir maior ou m€noÍ a,ptidão para suportar o çrescimento do

tirngo (Bourne et a1.,1994; Bourne eí a1.,1996; Bçurne & Kerry, 2000). Por exemplo,

dsterminadas variedades de toÍnateiro têm uma aptidão maior para que a $ta rizosfera

seja colonizada pelo fungo que plantas de alfaçç (Esteves et a1.,2001).

Na rizosfera, o crescimerúo de P. chlamydospria parece estar grandemente

relacionado çom a composição e quantidadç dç exsudados libertados psla raiz. Estçs

variam com a especie da planta com o seu estado gerd, que por sua vez depende de

façtores Çomo humidadç, temperatura e luminosidade (BouÍr& et al., 1996; Bournç &

Kerry, 2000)" A libertação de exsudados pela raiz é ainda modifiçada pelo rompimento

2l
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da sua superfiÇiç causado pela po§lura das ma§§a§ dç ovos pelas ftmea§ de NGR

(tsourne & KerrY, 2000).

2.7.s.Modo de acção àe P. chlamydasporia no proce§§o de parasitismo

Um aspecto crucial para a esçolha e utilização de um isolado do fungo no controlo

dos NGR e a ÇapaÇida<ie dç para§itar o§ oYo§ de nemátode. O fungo P' chlamydosporia

não produz toxinas nem armadilhas como aconteÇe em algumas §species de fungos e

aparentcmenÍç nào possui a capauidatie

de parasitar estádios móveis de

nemátodes (Kerry & Jaffee, 1997;

Kerq,, 2001) Em geral' o fi-rngo

prolifera tr& rizosfera, crescendc ô

drsoersando-se na matnz geiatinosa das

filassas de ovos à medida que estas são Fig. 8. P. chiam.v-tlosporia a para§tar ovo de

produzidas na superfic ie da raiz. Quan<io NGR (sElví) (foto cedida por Labmic)

as hitas vegetalivas entram em contaato com os ovos do hospecieiro, aderem a sua

supertlcie (Kerry" 1995; Lopez-Llorca el si.,20{.xl; Morton et ai.,2OO4). f orma-se então

uma estrutura, denominada apressorio, uma hità especíafizada formada terminal ou

iaiçrairnçntç a partir dç hiias nãtr

diferenciades e que tem como função

aderir e penetrar nos hosPedeiros

através de nma hifa on c;r_rnha de

penetração (Lopez-Llorca et al., 2C0A;

Kerry. 20{)} }. APos a Penetração"

Iig. 9. P. ehtamydosporia a parasitar massa de

ovos rle NGR (SEI\{) (foto ccdida por l-atrnúc)
LL
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origina-se um bolbo a partir do qual o miçelis cresse radialmçnte, çolonizando o seu

interior (Bourne & Kerry, 1996; Kerry, 200U.

A entrada do fungo no hospedçiro resulta de uma pressão Íisiça ç tambem de

degradação gúmica somo resultado da seçreção de enzimas pelo apressorio (Lopez-

Llorça eí al., 2000; Morton et al, 2W4), Uma protease, designada por VePl foi

parcialmente çaraÇterizada e pareçs ser uÍna çnzima çhave oo proçesso de infecção do

ovo ds nemátodç (Sçgers et al., 199ó; Kerry, 2m1). Observações ao miçrsscopio

eleçtroniço mostraram que durante o processo de infecção, as enzimas prodwidas pslo

fungo Çausam a desintegração da canrada vitçlina do ovo e a dissolução parcial da

çamada quitinosa e lipídica (Kerry, 2001). A açtividade enzimática aumenta ainda a

permsabilidade da çasça do ovo tsrnando-a mais susceptível à çntrada dç toxinas que sç

ençentrem ne ambiente (Stirling 199U. Todos os estádios de desenvolvimento

embrionário do nçmátode podem ser parasitados pelo fungo, embsra em svos imafuros,

cujas camadas da çasça ainda não estão completamente formadaq a infecção pelo fungo

osorra mais rapidamentç do quç çm svss çontendo jovens do primeiro s segundo

estádio (Boume et a1.,1996; Abrantes et a1.,20A4"

2.7.4. A relação triúr,ófrca fuagenemátodeplanta

A interacção entre os diferenlçs organismos e,nvolvidos no pÍoçosso de controlo

biologico é cornplexa e difiçil de quantilflcar, onde os ditbrçntçs çomponçntes depsndem

de vánios façtores e se influenciam mutuamente (Ksrry, 2001; Abrantes et a1.,2002).
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lnteracçllo nemátode-funguplânía

Fig.10: Esquema da inlerac@ frrngo-nemrâtode-planta (adatrâdo de Kerry, 2ml}

Relação fungolnemátode

Tal çsmo açonteçe som a oolonização da úosfera, também a aptidão para paÍa§itar

ovos dç NGR varia çom a estirps ou isolado do fungo. No entanto, ditbrentes especiss

do género Melaidogtne pareÇam possuir uma susceptibilidade semçthantç ao

Planta hos@eira NIP
-,.r',&,

Suugo
chlamydosparia)

a Â orsoeptibilidedÊ da plaúa h@ira
afesla u uúlrrlaru ds Gtrttsrs d$ u§llüitul€ e
ovos produzidos

a O tarnaúo dâs galhas é afectado pela
es$cie da planta, variedade e ttmsidade
de nemr{tode

a As vanedades de cada plmta diferem ua
tolerância ao elâque de nemátodes

{. & isole& da P. Chlqrydospria diferê!n
rrl prbgursuidíds çrurlçr u usuúttxb
lúaloidogne spp.

a A susceptibilidade do nemátode
Mefui&tgne .\BFr- âo fimgo ê tgual pra
diferentes isolados

{. Os ovos imamros são mas susçsptivçis ao

fi:ngo que ovos maduros
{. G neniáttxlÉs irrtluzerri o furrgo a pr«luzir

enzirms

.1. Dilerentes eryécies de plartas variam oa
eu0 cap8oidâdc dc suportar a colonizaçãq
do fungo nas suas raizcs

* Os isolados do fungo P- CklamT'dosporia
rlifereur rxl $§l e4xcirlarúe rle r»lotiizar a
raiz

* O aumcnto da quanüdade dc fungo
aplieada ntt solo nâcr aumentâ
neces-c'riamente a colonieaç{o da raiz.

ri. O fungo P. í:hlo»r_ydossx»ria é nrais aMrüe esl rdzes iÍfua&s relativamrte a

raízm saudáveis e o estímulovem emparte da planta

a O mssçimsnto do firngo na rizss&ra é sstimuhdo pçla Wúrcão ds rnaesgd§ môs
poloremát*

24



2 Reusão BbttogÍúca

paÍasitismo pelo P. çhlsÍnyhrportu embora' as infeççõçs do ovo pdo flrngo variem

aom o estádio de desenvolvimentc embrionário (Kerry, 2001; Abraates et al.,?;00fJ.

O parasitismo do fungo nos ovos é tambçm afeçtado pclo tarnanho das galhas

formadas" Em çulturas susceptíveis aos NGR ocorrem Gom freguência galhas

radiçulares de grandes dimçnsõçs que po§$]em uma grande proporção de massas de

ovos Íro seu interior que não estão em conta€to Gom o exterior. Uma vez gue o fungo

prolifera essçnçialmente na zuperficie da rara não erüra em contaçto com grande parte

dos ovos. AssinL em gera! com elçvadas densidades de nemátodes em plantas

susceptíveis, o frrngo é mçnos efiçiçntç que em çulturas çom baixas dçnsidades dç NGR

(Abrantes et al., 2CIO2; Kerry; 2001). A redução da população tende a ser maior em

plantas menos susceptíveis ao nemátode ç çom uma tbrte aptidão para serçm

çolonizadas pelo fungo (Kerry, 2001; Abrantes et al., 20A2;). O impacto do P.

chlarryfurparia na população dç NGR é ainda maximizado çom tsmpçraturas infçriorçs

a 30oC uma vcz que acima dçste valor o desenvolvimento embrionário do nemátodç é

ac€lerado enquanto quç o fungo tçm um çrçsçimento mais lonto, oçorrçndo a eçlssão

antes do fungo colonizar a massas de ovos (de Leij et aÍ.,19924; K.rty, 2001).

Relação fungo/planta

Alguns aspectos desta relação forarn já úordados anÍeriormçntç neste trúalho. No

entanto e pertinente referir qu€ a planta hospedeira tçm um pap€l fundamçntal no

cstabeleçimento do fungo resultando numa maior ou menor efrçácia na supressão dos

NGR. Esta relação tem çomo pontos principais o façto da aptidão gus as plantas têm

para ser colonizadas pelo fungo variar çom a especie da planta e por outro lado isolados

diferçntes do P. chlwny&xporia difsrirem na sua capacidade de çolsnização da

rizosfera. O fungo e em geral mais abundaüe em plantas infeçtadas pelo nemátode que
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em ptantas saudáveis s o aum€nto datas<a de çresçimento dcste osolrç ao fim de çerto

tempo apos a instatação da çultura. Este estímulo pode rezultar do início da cotonização

dirwta das massas dç ovos ou dss nufiientes libertados pela planta infeçtada (Kerry,

2ool)"

A densidadç do fungo em plantas hos@eiras "fraça§" pode não sçr aumentada

significativamçnte mesmo com o aumento da tara de aplicação de inóculo" AssiÍL dada

a importância da planta nçsta relação, as esp*ies e variçdades çultivadas dçvçm ser

esçolhidas tendo em conta estes aspwtos dç forma a maximizar o impasto do fungo

sobre a poputação dç nemátodç§ (Kçrry, 2001; Abrantçs et a1.,20$21.

Relação aemátode /planta

A susceptibilidade da planta afçcta o númçro de nçmátçdss guç invadçm araiz assim

Çomo númçro dç fêmsas que se formam e a quantidade dç evos em cada massa dç ovos.

ConsequentementÇo a dimçnsão das galhas também varia ç por sua vçz influçnçia a tar<a

de parasitismo pelo fungo e o sucçsso na supressão dos NGR.

2.7.5. Utilização de P. chlamydosporia çomo dc çoutrols do NGR

O fungo P. chlamydasporia possui potencialidades tre sombate aos NGR mas o

modo de rnaximíar a sua efiçaçia não está ainda completamentç esçlarççido. Nos

úhimos anos têm-sç procurado astrategias de controlo de NGR am que se çombina a

aplicação dç P. chlarnyfusparia çom outros metodos aomeadaments a rotação de

culturas com hospdeiros çom maior resistência aos nemátodes (Atkins et a1.,2003). A§

plantas utilizadas dçverão apressntar uma boa capacidade para suportar o fungo na

rizosfera mas serem fracos hospedeiros dç NGR formando galhas p€(1uanas ÇQmo

resposta à infecção, maximiando assim a til<a de parasitisnro do firngo (fukins et al.,

26



â tuvrsáo Biblryréfica

2003). Quando os solos possusm çlevadas densidades de nemittodçs pode ser neçessária

a aplicação dç outros metodos como a aplieação de biocidas guímicos astes da

apticação do fungo no sols ou a solarizaeão para evitar uma invasão iniçial dos jovens

na planta (Abrantes et al.,2OO2').

O isolado de P. chlmydasporia utilizado dçvçrá psszuir um bom desempeúo nos

testes previos de sçlecção (çapítulo 2.6.) como boa capacidade de colonização da raiz da

planta hospçdçira, produção de grandes quantidades de clamidosporos ç clsvada tara de

parasitismo sobrç os nçmátodes (Abrantes et al., z$r}?l. Os clamidosporos Ss as

estruturas preferenciais para a constituição de inoçulo pelas suas dimensõçs

relativamçnte grandes, quç es tornam mais üççis de manipular Ç qus não permitem que

sejam façilmentç dispersos pela agua, e por possuírem uma maior resistência a

condiçõos advçrsas que facilita o estabelççimento no solo e na rizosfera relativamente a

outras çstruturas. Outra vantagem da utilização dos clamidasporos çstá rçlaçionada çom

o facto de çstas €struturas possuírem uma maior quantidade de srrbstâncias dç rç§erv& o

que permitç a inoculação sem nscessidade de adição de nutriçntes ao solo ou ao inóçulo

para quç ocoÍra a germinação e çrescimçnto do fungo (Kerry, 1995; Kerry, 2Ü01; Kçrry

& Bourne, 2OO2),

Os fragmentos de hifas e os conídios tambérn podem ser usados eomo inoculo, no

€ntanto e nççossário adiçionar elernçntos nutritivos ao sslo su inÓçulo em grandes

quantidades para gue haja germinação e proliferação adquada do fuogo (Kçrry, 1995;

Kerry, 2001). Esta situação podç estimular a proliferação dç microrganismos

competidores Ç Çausar alteraçô'es no dçsenvolvimento da cultura (Kçrry et aL.,2000).

O inoçulo deverá ser aplicado no solo que circunda a plantq assegurandq assim uma

grande proximidade com a raiz, favorecendo o s€lr oresçimento na urpeúcie desta. Esta

condição é fundamçntal para guç o osorra o proçssso de parasitismo, já que o inoçuls
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poszui fraca capacidadç de dispersão e prolifsração no sols (Bourne el aL,1996; Kerry,

2001).

Em trabalhss realizados por dc Lsrj et al. (1992b) yeriüçou-sç que a redução da

populaçao de NGR foi marima quando sç inoçularam 5000 clamidosporos de P.

chlamydosporia por graÍna de solo, sçndo çsta rçdução mgnos acçntuada çom ta:<as

menorçs ds aplicação dç clamidosporos no solo.

Para que a aplicação no solo das quantidadçs de çlamidosporos atras rçfçridas seja

possível em larga escala, e neççssária a existência dç uma mstodologia rapida e

çfiçiçntç de produção dç clamidosporos e formulação em produto final. Esta deverá ser

dç baixo çusts dç modo a pennitir a utilização do fungo num produto çsmerçial

competitivo Çom os rçstantes produtos çxistenlçs no mçrçado (AbranXes et al.,2OO2:).

Estç desçnvolvimento passa por um metodo melhor de obtenção do produto que permita

a produção dç çlamidósporos em grandes quantidades, çm relativamentç pouço tsmpo e

quç possam sçr façilmente isolados do mçio em quç são produzidos e formulados no

produto {inal. O produto final deverá ser de facil aplioação no çampo e tçr uma

çsnsçrvação simples e prolongada.

Para que a utilização comerçial do fungo P. chímnydosporia vçnha a ssr possível e

ainda neçessário compresnder se em condições de campo, a limitação efççtiva das

populações dç NGR poderá ser assegurada com aplicaçõçs úniças ou rspetidas dç

iúçuls, assim çemo estudar qual a melhor forma de apticação deste no solo. A fsrma

çomo a popúação dç fungo evolui no solo ç rizssfçra ao longo do tsmpo ç ss façtorçs

que afectam esta evolução têm gus ssr bem compreendidos çom o objectivo de garantir

a efiçácia do método e do processo de limitação dos NGR.

O controlo biológico, de um modo geral, tem sido frequentemente desçrito çomo

inçsnsistente, dçmasiado lento e inadequado às nççessidades dos agricultores, no
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€ntaotor após estar estabçlecido poderá proüdenciar um çontrslo sttstontado, duradouro,

efiçaz s menos agressivo para o ambiente (Bourne et a1.,1996; Oca 200{.
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3. Material e métodos

3,1, Delineamento experimental

Para atingir os objectivos propostos, realizou-se um ensaio em duas componentes:

o trabalho de campo, realizado nurna estufu nas instalações da Direcçâo Regional de

Agricultura do Algarve (DRAALG) em Faro e o trabalho laboratorial realizado no

laboratório de Micologia Aplicada, da Universidade de Évora. O ensaio decorreu

durante duas épocas culturais, denominadas neste trabalho como primeiro e segrurdo

ano, respectivamente.

Utilizou-se uma estufr com 40 m de comprimento por 7,2 m de largura e cobertura

de plastico com arejamento. O solo tinha textura arenosÍL teor em matéria orgânica

entre I e ? Yae pH entre 6 e 7 (info-rmações

fornecidas pela DRAALG).

Seleccionou-se para este ensaio a

cultura de tomateiro. Lycopersicon

esculeníum çv. Sinatra. A escolha desta

espeeie rçsulta de trabalhos realizadcs
Fig, I l. Interior da estufa onde

decorreu o ensaio anteriormente Ros quais se veriftcnu que

esta permite um bom desenvolvimento do

fungo P. chlamydosporia na rizosfera (Bourne & Kerry, 1999; Esteves et a1.,2001). A

escolha da cultivar Sinatra para este ensaio resulta do hcto de ser uma çultivar

utíhzadacom frequência pelos agricultores da região do Algarve.
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As plantas foram instatadas em ssis liúas de 94 plantas cada no sentido do

comprimento da estuâ. O espaçameuto emre liúas fri de 1,1 m e eúre plartas em

caÁalinhade 0,40 m, Cafutathão poszub 33 plantast.

A estuÊ fui diüdida em 16 talhões (rmidade estatístiea) ooururna area de 14,52 m2

cada que frram disposüos em duas eolunas por oito liúas'?, Açaáatalhão foi atribuÍda

,'ma das quaüo modalidades de tratamento ao solo, descritas mais adiante. Uma wz

$re a distribuiçâo quer do nemátode Meloidogne spp. quer de outros frctores que

possam influeueiar o decorrer ensais não são homogéneos (ou totalmente

coúecidos) optou-se pela disnibuição das modalidades de úatamento pelos taltrões

wilizando a dis;tribuição coryletamente casualiada, pois considera-se que sera a que

oferece a rnaior aleatoriedade para esüa situaçâo.

Teudo em consideração as limitações da capacidgde de trabalho disponfircl para o

processo de produção de inóculo, paxa as inoculações, e paÍa arcalizaqão das análises,

e também pela dimensão das estuâs fui necessario estabeleçer um Çompromisso entre

a área de cada talhâo e o nrirnero de repetições de cada modalidade de tratamento

(quaüo talhões), §omo fuima de aumentar a fiabiüdade dos resuhados ottidos.

Tendo em conta as características da çultrua (espaço entre liúas, espaço entre

plantas na liúa" dimensão das estufrs, etc.), os re§ul§os humanog os equfiamentos

disponÍveis, e os objectivos do trabalho, optou-se por eÊctuar quabo modalidades de

ffiamento ao solo: Fungo; Fungo + Biocida; Biocida e Testemuúa (solo não

mtado).

Descrição das modalidades:

I VerAnqoI
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. Biocida (B) - Foi aplicads no solo rrm biocida de largo espectno que contém

9E% de birometo de metilo + z%o de cloropierina O biocida foi aplicado nos

talhões correspondentes de furma uniforme através de injecção de líquido no

solo, recorreudo a uma empresa espeeializada que utilizou um prosesso

idêntico ao utilizado comercialmente. O Biocida bí aplicado

aproximadamente dois meses antes da instalação da cultura em cada ano de

ensaio.

. Fungo + Biocida GB) - Nesta modalidade aplicou-se o ule$tro biocida e da

mesrna forma que na modalidade anterior. Foramefectuadas três aplicações do

isolado PcMR no solo em oada ano, a1És a plantação, de acordo som o

procedimento para a inoculação descrito mais adiante, nas me$nas datas da

modalidade F (capírulo 3.2.).

. Fungo (F) - Nesta modalidade apenas foi aplicado o isolado PcMR utilizando

o mesmo procedimento damodalidade FB e uas me$rtrl datas.

. Testemunha (T) - Nos talhões testemunha não foi aplicado o isslado PoMR

nembiocida

Em cada modalidade efrçtuaramse quatro repetições (quatlo talhões) por se ter

considerado ser o ntlmero mais adequado tendo eB cotrta o espaço, resurff)s humanss

e maÍeriais disponíveis.

O isolado úilizado no ensaio foi o isolado PcMR Estudos realizados anteriormeúe

rerclaram que o isolado PoMR apresenta carapterístieas frvoráveis à sua utilização

em ensaios de coutrols biológico de NGR em coudições de campo, sendo essa a máo

paraasua utilização neste ensaio (Franco et al.,2üil; Estews et a1.,2001)
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Realizaramse três inoculações no solo de 5000 clamidósporos pt)r gmlrrrd'de sslo ds

isolado PçMR (em cada um dos anos de ensaio apresentados nos resriltados) cujas

datas foram estahlecidas de aoordo oom as datas de plantaqáo dos tornateiros,

eapacidade de produção de inóculo e análises ao solo. Pam o sáloulo da quantidade de

clamidósporos necessários para eada inoculação eonsiderou-se a rnassa de solo

correspondente ao nohrme em 20 cm de profirndidade (zona na qual se enc,ontram a

rnaioria das raízes e tamHm os nemátodes-das-galhas-radiculares) multiplicados pela

fuea corespondente a cadaplanta, que se considerou ser 0,44 m2. A urassa de solo a

inocular obteve-se muhiplicando este volume pela densidade aparente do solo, sendo

esta defiuida oorlo araáo ente a uussa da parte sólida de um dado volume apareute

do solo (volume ocupado pelas partículas + volume ocupado pelos poros) e a mas§a

de igrral vohrme de água

Os ealculos relativos à quantidade de inóculo produzida e inoculada enoontram-se

expressos no Anexo II.

Das trinta e três plantas de cada um dos talhões, foram seleccionadas oito no eentro

de cada destet'. Nas oito plantas ce,ntrais dos talhões das modalidades F e fB foi

inoculado o isolado PoMR de apordo com o procedimento descrito mais adiante. Esta

selecção fui determinada tendo em eonta a necessidade da existência de pelo menos

uma planta nãD fiataáade margem entre taJhões, de furma a reduzir contaminações de

talhões adjacentes. A aplicação do inóculs do fimgo fui efectuada localmeute em

volta das plantas seleccionadas (capítulo 3.3.2)'

2 VerAnpxo I
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3. Mdlertate máíodos

De modo a pesquisar a eventual presença de isota.dos autóstorcs de P.

chlomydoryorto no solo recslhernm-se alnosfias de solo jrmto às oito planta§

selecçionadas em çaáa talhão para eÊçtuar os tmtamentos e analisaram-§e antes de

serem efecfuadas inoculações', Para a araliação da densidade do isolado PcMR ns

solo ao longo ds ensaio frrarn oolhidas amsstras de solo junto às ptantas, erifrt- 7 a75

dias antes de cada inoculação, e entre I at1 dias depois de cada inoculação. De mods

a determinar a população final de PoMR no solo eolheram-se tambçm amostra": de

solo no momento de arranque das plantas. Forzm ainda colhidas, em cada talhão,

amostras de mizdas oito plantas seleeoionadas paxa tratamento durante o processo de

lermntamento da cultura e analisadas coID o objectivo de arnaliar a população do

PcMR naraiz.

O método utilizdo para arialiar a densidade dapopulação de P. chlartydosporia

baseou-se no dessrito em Abrantes et al Q002). A anrâlise da pspulação de PoMR no

solo e raizrealizou-se em meio semi-selectivoa em placas de Petri Ao ser efeçtuada a

medição da população de PoMR nestas placas através da contagem das unidades

foruadoras de colónias (c.f,u.), realizou-se também a contagem de c.f'u. de outras

espécies de fungos existentes no solo e ratz que germinaram no meio semi-selectivo,

Esta contagem realizou-se paxa a totalidade das colónias e não para eada eqpecie

indiviúralrnente. A metodologia aplicada para as recolhas das amosbas e rcaliaqão

das análises efectuadas enconffi-se descrita adiante.

Todos os fgngos contabilizados, paÍa além do P, chlmnydosporia seÉo

designados daqui em diante apenas como "outos fimgos".

3 VerAnexo I
a VerAnexo III
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3. Matertale méÍodos

3,2, Cronograma do ensaio

Nos quadms I e II ensontra-se o olonogsüna do ensais mostrando as datas das

principais tarefrs realizadas no trabalho de eampo no primeiro e segtmdo ano,

respoctivamente. A produção de inóoulo e análises foram efeçtuadas no período entre

cada tareà e após o levantamento do ensais,

Quadro I - datas das principah tarefas efectuadas no ensaio (l'ano),

Tartfe I»dâ

Plântâção

Amostragem de solo (antes da prlmelra lnmulaçâo)

lo Inoculação

Amostragem de solo (depols da l'lnocutagâo)

Amostragem de solo (antes da 2n inoculaçãs)

2n Inoculaçâo

Amosúragem de solo (depofu da 2'lnoculação)

Amostragem de solo (antes da 3" lnmulagâo)

3o Inoeulação

Amostragem de solo (depois da 3'inoculação)

0749-2902

t6-09-2002

30-09-2002

0E-10-2002

29-10-2002

30-10-2002

tt-tt-2002

24-03-2003

24-03-2003

3l-03-2003

Remoçâo rüac plaúad amocma$mfind e §old

amostragem de ralz
19.05.2003
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I Me/iedale méÍdos

auâdro 1I- rlrtas das principis taÍefts efeshÉda§ no çnsaio (2" ano).

Tamfa D&
Plartação

Amostragem de solo (antes da prlmeira lnocutaçâo)

1o Inoculaç6o

Amostragem de solo (depois ú l" inmulaçâo)

Amostragen de solo (anúes da 2" inoculsggo)

2o Inoculaçâo

Amostragem de solo (depols da 2" lnoculaçâo)

Amostragem de solo (antes da 3" lnoculaçâo)

3o Inoculaçâo

Amostragem de solo (depois da 3u inoculação)

l6-09-2m3

13-n-2003

l3-l l-2003

19-Ú-2003

20-02-2004

23-02-2004

08-03-2004

t0-05-2004

t0-05-aao/,

t7-05-20M

R@ão das plantad âMreg@find dê ffi

amostragem de raiz
22-06-2004

3.3. Metodologia

3.3,1, Droduçâo de inóculo

Apmdução do inóculo foi realizada nas seguintes &§es:

Reanimação e mulúiplicaçâo do PcMR

O isolado PgMR etrsontra-se liofiliado em ampolas e para que lxlssa ser utiliado

temque ser reanimado e multiplicado até que se afin1aa quantidade desejada

A ampola que çontém o fungo liofilizado foi quebmda sob condições estérei§

adicionando-se 1,5 ml de água destilada ao seu conteúdo. Passados 15 minutos e afrs

a ag:1tação da zuspensão, transfeÍiram-se 200 pl ptra uma plaoa de PeEi com rnsio
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2. Mdreriale méÍodos

agar de frÍiúa de milho (ClvÍA) e espalharaür-se tmifuimemente por toda a plasu

selou-se com Parafilm@ e incubou-se a 25 "C. Todo este pmcesso bi realiado sob

oondições estérois,

Apos cerca de 3 semanas, o fungo ocr{rava quase a totalidade da placa de Petri,

estando pnonto a ser úiüzado ootno base para aprodução de olamidó§poro§'

Para manter o firngo nestas condições é neçessário eÊctuar repioagens

periodicamente, semprc que o meio já nâo ss enoontre em coadiçõçs de suportar o

cresçimento do fimgo ou seja necessário aumeutar a §ua quaotidade.

Prepamção do meio de cultum para produção de clamidósporos

O isolado PcMR foi produzido em fermentadores de 250 ml (balões Erlenmeyer)

contendo 50 ml de meio sólido de orcscimento constituído por frrelo de §evada e ateia

naproporção de 1:1 (v/v).

A arçia foi previamente çriraada num çrivo de 2mm de malha e posteriotmente

lavada com agua nrm criyo dç 44 pm de malha. Utilizaram-se as partículas com

dimçnsões errtre 44 pme2mtn" Deixou-sç seçaÍ.

O farelo de ce\xada foi çrivado num çrivo de 2 mm e posteriormente lavado çom

ágUa nnm çrivo de M pm e çscorrido. Aproveitaram-se, tal çomo ne weia, as

partículas entre 44 p.m e 2 mur. A quantidade de çsvada e uuiautilizada no meio de

oultura foi oaloulada de aoordo oom a quantidade de clamidó§porr§ gue §e pretendeu

prodqzir. De seguida, misturou-se homogeneamente a areia e a oenada Para o

orçsçimento do fuago e para uma produção de clamidóspotos adequados é neçesúrio

que a mistura se encoutre solta e húmida Quando foi neçessrârio, ajustou-se o teor de

humidads.

5 VerAneoro Itr

36



3. Materiale méfodos

Transferiram-se cersa de 50 ml do meio para cada fermentador que foi rolhado

com algodão, tapado com folha de alumínio e levado a esterilizar na autoclave durante

20 minutos a 120oC e 1,5 atm. Depois de terminada a estetilização, estes foram

agitados de forma a desagregar a mistura e deixaram-se arrefecer.

Inoculação de fermentadores com o isolado PçMB

Sob condições estéreis, relirou-se a rolha de cada fçrmentador ç, recolrgndo a um

furador de rolhas ou um tubo, inoculou-se o meio de cultura com 4 discos de

aproximadamente 0,5 cm de diâmetro de CMA colonizado pelo fungo. Voltou-se a

rolhar cada fermentador e incubou-se a25oC no escuro. Após 2-3 dias estes foram

,{

T
,r:,

k E

Fig. 12. Inoculação de meio ds cultura §om

PcMR

FiC.13. Cultura de PcMR ern meio solido (3

semanas após inoculação)

agitados para que o fungo se dispersasse e colonizasse todo o meio. Após um mínimo

de três semaÍy1s o crescimento do micelio e a produção de clamidósporos são

suficientes para que se proceda à extracção dos clamidósporos'
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3. Meteriale mélados

Extracção dos clamidósPoros

Uma vez que os métodos existentes de extracção dos clamidósporos do meio de

§uituÍa não são satisfatórios para a§ quantidades

necessarias a este ensaio, foi necessário recorrer

a um procssso mais eficiente para extracção de

clamidósporos. Foi utilizado um processo

inovador de extracção de clamidó§poro§, através

de um aparelho de flrltração por vácuo sçmi-

autornrático denominado Vácuo'filtrador de

Fig 14. Váçuo-filtrador de susperuÔes

aquosas suspensões aquosas (VFSA') que permite

aumentar a eficiência da extracçáo dez a vinte vezes relativamente ao processo de

extracção manual anterioriormçnte utilizado'

Após o período de crescimento, homogeneizou-se o conteúdo de 10 a 100

fermentadores, juntou-se água e transferiu-se a suspensão para um depósito inicial do

aparelho VFSA provido de um crivo de malha de 4 mm na sua abertura. De seguida,

esta mistura foi crivada através do VFSA de forma a reter o meio de crescimento

(arcia+ cevada) e partículas maiores de micélio num crivo de 44 Vme a deixar passar

apenas os clamidósporos que ficaram retidos num crivo seguinte, de 11 prn Os

clamidósporos foram retirados do crivo de 11 pm e armazenados em placas de Petri a

4oC até ao momento da preparação do inóculo.
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3. liateriale méÍodos

Preparação do inóculo para aplicação no campo

No início deste projecto foram testados três metodos de constituição do inóculo:

suspensão aquosa de clamidósporos, clamidósporos liofilizados e mistura de arc:afina

e clamidósporos. Optou-se por este último porque é aquele que melhor se adequa às

necessidades de transporte a grandes distâncias, facilidade de aplicação no solo e

conservação (Vinagre, 2003).

Utilizou-se arc:n crivada e lavada com partículas de dimensão compreendida entre

75 pme 400pm, esterilizou-se em autoclave durante 20 minutos al20"C e 1,5 atm e

deixou-se secar. De seguida, misturaram-se homogeneamente os clamidósporos

previamente extraídos som a areia na proporção de 1:10 (clamidósporos:areia (p/p)).

A mistura foi coloçada em balões Erlenmeyer de 250 ml esterilizados e rolhados som

algodão e folha de alumínio que foram guardados a 4'C ate ao momento da

inoculação. Em cada balào Erlenmeyer foi coloeada a quantidade de inóçulo

necessário para inocular o solo correspondente a uma planta,

3.3.2. Processo de inoculação no sampo

Ft* 15. Aplicação do tnóçulo numa planta de

tomsteiro

O solo que çirçunda a zana

radicular foi removido, a uffI&

distância de cerca de 10 cm do caule

da planta. de forma a obter uma

p€quena çaldeira. Adiçionaram-se

500 a 750 ml de água ao çonlcúda

dos Erlenmeyers e agitou-se. Verteu-

se a suspensão uniformemente na
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3. klateriale métodos

respectiva caldeira, esperou-se que a suspensão do inóculo se infiltra§§e e recolocou-

se o solo que se tinha removido anterionnente.

Todo o equipamento utilizado rra realização da caldeira foi descontaminado çom

uma solução de lixívia comercial a20Yo sempre que se mudou de talhão.

3.3.3. Colheita das amostras

Colheita das amostras de solo

Com recurso a uma sonda descontaminada, recolheram-se três sub-amostras de

solo de aproximadamente 100 Íü na zofla que circunda o caule, a 70 a 30 cm de

distância deste e a 10 a 15 cm de profundidade, amostrando as 8 plantas seleccionadas

inicialmente em cada talhão (plantas centrais).

De seguida, misturaram-se homogeneamente as 24 sub-amostraso retiraram-se 100

ml que se colocaram em sacos e etiquetaram-Se convenientemente.

As amostras foram conservadas a 4 oC até ao momento da aúlise ao solo para

determinação do número de c.f.u. de P. chlamydosporia e de outros fungos.

Colheita de amostrrc dt ra,iz

As plantas foram cuidadosamente retiradas do solo de forma a não danificar as

raízes, De seguid4 destacou-se o máximo de terra possível das raízes que foram

depois cortadas em secções de aproximadamente 10 crn Coloçaram-se em sacos'

etiquetaram-se convenientemente e conservaram-se a 4" C até ao momento das

análises para determinação do número de c.f.u. de P. chlamydosporia e de outros

fungos por grama deruiz.
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3. Material e métodos

Para a recolha de amostras de raiz utilizou-se material descontaminado com

lixívia comercial a20Yo no início e sempre que se mudou de talhão.

3.3.4.Avaliação da colonização do solo por P, chlamydosporia e outrps fungos

O método utilizado para avaliar a população de P. chlomydosporia é o metodo de

contagem de "Colony forming units" (c.f.u.) e que se baseou em Abrantes et. al

"rlY ti.

!

ry/._
tr'ig 16. Drlurção i% da suqpensão

iniçial de solo na solução de agiar.

Fig. 1?. Introdução de 2Ú0Pl da

susoensão em Iv{SS.

Fig, 18. Placa d.e M§S colll

colónias de PcMR e outros f,utgos.

{2002).

Em arnbiente estéril, nurna çàmarade fluxo laminar, pesou-se uma sub-amostra de

um grama de solo de uma amostra homogeneamente misturada. Suspendeu-se esta

sub-amostra em 9 ml de uma solução de agar 0,05o/o num Êasco McCartney e agitou-

se. De seguida, fizeram-se diluições de lYo da suspensão inicial novamente em

solução de agw 0,O5yo.Transferiram-se 200 pl da diluição lYoparaurÍ:aplacade Petri

com MSS 6 espalhando-se uniformemente com um rodo esterilizado. Efectuaram-se

três repetições para cada sub-amostra.

6 Meio semi-selestivo. Ver anexo UI
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As plaoas de Pehi furam seladas oom PamfiIm@, etiquetaram-se e colosaram-sc

tro essuro a25"C. Após três seÍnanas sontârarrtsse as çolónias foroudas, determinando

número de cfu do isolado PoMR por grarna de solo'

33.5. Àvaliação da colonizaçflo da raiz porP. chlamydoryorta e outros fungos

Para a determinação de c.f.u. por grama de niz, goúou-§e lrma porção

representatina da raiz da planta que se pretende analisar em secções de I cm"

Mistrmu-se homogeueameote e pesou-se urna sub-amostra de rryn grtuDa Esta fui

esmagada num almofrriz esteriliado com um pequeno volume de soluçâo de agar

0,O5yo proveniente de um ftasco McCartney de 9ml dessa solução. Esta rnassa foi

noriameute adicionada à solução de agar restante e agitou-se. Fizeram-se diluições de

1% da zuspensão inicial.

Transfrúam-se 200 pl da diluição lo/o pwa uma placa de Petri çom meio sçmi-

seleotivo e espalhararn-se uniformemente com um rodo esteriliz,do. Eftctuaram-se

três repetições para cada subamostra. De seguida, selaram-se as placas de Petri çom

Paxafitno, etiquetaram-se e colocâÍiltr-se a 25"C no escuro. Após oerca de três

semanas coDtâf,arn-sê as colónias formadas, de motlo a detErminar o número de c'fu

de firngo por gruna demiz (c.f.u lgmtz).

33,6, Contagem das unidades formadoms de colónias de fungos

A oontagem de c.f.u. foi efeotuada üsualmente e em separado para as çolónias de

P. chtarrydosporia e ouEos fungos. Para as colóoias oude existiam dúüdas

rcafianam-se, obserrações à lupa e ao microscópio ou fizeram-se re'picagens da

colónia em meio CMA"
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3. Âáaferiale méÍodos

Este procedimetro permite, §aso se trde de P. chlanrydosporia, qu§ §e obseryem

clamidósporcs, urn dos çarasteles diagnosticantes desta espÉcie'

3.3.7. Tratamento esúatístlco dos dados

O software

Para efeotuar o tratamento estatístioo dos dados obtidos nsste trabalho reoorreu-§§

ao prcgraüra de análíse estatístiça §PSS@ rrersão 13.0 para Microsoft@ Windows@.

lJtiTizara*se diferentes testes estatísticos de acordo com o delineanrento

experimental do tabalho e os objectivos ptopostos:

Anállee de varlância e análise mulúivariada

A analise multivariada foi utilizda para verificar se existiam diferenças entre as

variâncias das modalidades do hatamento ao solo nas várias arialiagões ofeçtuadas

(variárrel dependente). A análiss de rmriância foi utilizda sempre que foi necessario

§omparar valores de modalidades entre si, de uma únioa avalnçào de determinado

parâmetro (variárcl dependente).

Realizaram-se os testes de Duncan e Tamhane T2o a partir e após a análise

muhinariada (testes pst-hoc), sempre que foi necessário identifiçar as diftrenças

existentes entre os ralores das modalidades que poszuíam wriânçias

significatiriamente diferentes. Utilizou-se o teste Duncan sçmpre que se verifiçou

homogeneidade das variâncias e o Teste Tamhane T2 quando esta situação nâo sç

rrerificou. Utilizou-se o teste Levene para verificar a homogeneidade das variâncias

entre gnrpos (§nedeoor et al,19E0).
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Teste t-§tudent pam comparação de médias de amostra§ emParclhada§

O teste t-student paxa comparaçâo de medias de amostras emparelhadas rúilizou-se

semprle que foi necessario coÍnpaaar grupos de valores de duas riariáwis dependentes

agnrpadas de acordo com asi modalidades da wriárel indepeudente, Ipr exemplo os

ralores da avaliação eftctuada à densidade de PcMR no solo antes da primeira

inoculação e depois daprimeira inoculação para amodalidade fungo.

Correlação de Pearson

A correlação mede o grau de relasionamento entre dois gupos de dados ilIma

esoala que os torna independentes da unidade de medida e fui utilizada quando se

suspeitou da existência de uma relação entre dois grupos de variáveis dependentes

(Snedecor et at,1980), norradamente çntre os valores de densidade de fungo no solo

e na ratz por P. chlamydosporia em cada talhão de determinada modalidade

(avaliação final).
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4. Apresentação e diseussãs dos resdtados

4. Apresentação e discussão dos re§ultado§

4.1. Avaliação da população inicial do fungo P. ehlanrydogoúa no solo

em cada ano de ensaio

Efeçtuou-sÇ uÍna análise preüa ao solo, antes de ser realizada a primeira inocrrlação

de P. chlamydasporia em oada ano de ensaio, de modo a dete«ar a possível çxistênçia

de uma pgpulaçãs autoçtone desta especie no caso do primeiro arlo, e, no çaso do

segundo ano, de forma a veriÍicar a população de fungo gue Permaneçia no solo

rçsultantç de inoculações efectuadas durante o primeiro ano. Os reslltados são

apresentados no quadro ltr.

Quadro 1f, Númtro de c.f.u (media) & P. chta*rydospoia por grarna de solo antes de w el-ectuada a pimeira

ilgculação e depois da apücagâo tle biocida, em cada ano. F = modalida& fimgo; FB = modalidade fimgo+ biooida;

U = modalidade bioçiua; I = lÊstemrruiã.

Modnlidade
F' FB B T

1o ano
2" ano I

No primeiro ano não foi detectada a presçnça de P. chlamyk»trnria no solo em

qualquer das msdalidades sugerindo a inçxistênçia de uma população autóçtonç dçsta

especie na çstufa (guadro II). A avaliação efectuada aftes da primeira inoçulação no

segundo ano dçmonstrou a existênçia dç PçMR nas modalidades F e FB que resultou

das inoçulaçõçs realizadas no decurso do primeiro ano de ensaio.

4.2. Densidade de P. chlu?Wdosporia imediatamente após as inoculações

A densidade dç P. chlamydosporia no solo antes e de,pois cada inoçulação

encontram-sÇ rçprçsentadas nos gráficos da figura 19 e no quadro III.
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Modalidde Fungo (F| ío ano Modalidade Fungo + Elioeida {FBf le ano

*'* r {ai (b) b
Õ(f

x
.9oo
!t,

tD]
.-r

(f
cf

+
.eo
ül
o
g
f

aa

an^n

30,0o

x\ tÍl

10.00

0,00

70,00

60,00

50,00

40,00

AfiON

b
T.

{

II
1a ínocuhçáo Z iruculação 33 ineeulação

Modalidade tungo {R 20 ano

(c)
b

Modalklade Fungo + HooÍda (F8l 2q ano

(d)
90,00

80,00

70,00

fli,r}]
50,00

40,00

30,m

20,0c

10,00

f inocuhÇão T irTocuhção 3" inocuhção

-L_J nntee da inoculaçêo

l! ^-^^,- aà !6,*.ilãÊ..1

lig. 19. Núrncro tle c.f.u. I grailmdc solo nas ruodaiitla<lcs inoculadas r,rn eada ano. Lclras difcrcntcs sobre as irarras dc catia

inoculação indicam medias de c.f.u./ g de solo sigúficativamente diferentes pelo Teste t de comparaçâo de médias (l7

<0,U5):, barras de cada inocul4áo com letms iguals indicam que as medias não srio significativamente dit-ererrtes (P <0,{J5).

Intervalos sobre as barras = Ixro padrão

euadro llL Número de c.l.u. (meilia) de 1,. chiantldosporrí, por gnuna de soio antes e depois de çada inoculaçrio nos

dois anos de ensaio nas modalidades Ir e Fts. F= modalidade flugo; FB= modalidade fungo + biocida.(1" e 2" ano)

i'-'ario
!'inoculação 2'inoculaçIo 3'inou-ulaçào

â
b

a

30.00

?í) rn

10,oo

0,00

a

1 a inoculação 7 irccdaçáo 3a inoculaçáo

OI
X

-aí)
d)
!,
E,
=()

a

4a
l

l
i

1
I

o(l

-9

úrE
ãÇ

a

a
1íl nn

b
20,00

10,00

u,uu

a
a

'!'inocuhÇão ? inocuhção 3a inoculação

Anúllrç

Dete de

nmoetrrgenr

F

Àntes

16-l».2002m-10-2{xl22g-la-2w211-11.2{X}2zrÚ-03-2t}o031.o3-2{m3

0,00 2,39x10a 1,04 x103 2,12 xt0a 2'16 xtoa 4,15 x10a

Depois Àrtes Depois Àítes Depois

FR 0.00 1,69 xl0a 3,i3 xlul 2,7úExlüa i,33 xl0a '3'í7 rlüa
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aÍt

là lnocula$+

.{uúhe

Ilsta de

amootrag€ü

Anl€s

13-11-2{m3

t.o+ xi04
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5,7l xld 3,13r1üa 3,42x1$a í,21xl0a

FB 1,25 xlO{ 1,52 xlOq 3,47 xl0' 7,48 xl0a 6,62 xlO' '1,29 xl0a

Apenas em três situaçõçs não se verifiçou o aumento signiÍicativo da dçnsidade de

P. chlumydosporia no solo apos a inoculação (F <0,05): na primeira inoculação na

modatidade F e na tçrçeira inoçulação nas medalidades F e FB, todas no §egundo ana

(Fig. 19,Çed).

A razão para não se rsgistar um aumento significativo da população de P.

chlamyfuqnria na primeira inoculação do segundo atro na modalidade F não e clara"

podeÍdo devçr-se a uÍna falha de procedimento quer na distribuição do inoçulo ao rsdor

das plantas quÇÍ na resolha das amostras de solo e não à baixa qualidade dos

olamidosporos inoçulados uÍna vez que na mesma inoculação na modalidade FB,

reatizada em simultâoeo com a modatidade F, verificou-se um aumento significativo da

densidade de P. chtamyú»poria (P <0,05). Tasrbem as aúlises ao §olo, para Çontagçm

de c.f.u., foram realizadas em simultâoeo para todas as modalidadeü p€to que §e

çonsidera que estç resultado não sç dçvç a um eÍro de análise.

Na terçeira inocqlação do segundo ano de ensaio, ao cootráÍio do esporado, o

aumsnto da densidade de fungo no solo veriÍicado, não foi significativo (P <0,05) (Fig'

19, b). Esta situação foi semelhante €m ambas as modalidades inoculadas e,

Çuriosamenta, ff precisamente nestas análises que se obtevç o valor miíximo dç

densidade para a modalidade F, 5,51 x10a c.f.u-l gralna de solo, e o segundo valor mais
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elevado para a msdalidade FB, 7,29 xlOa s.f.u.l grama dç solo. Estes dadoq §ugÊrem

que poderáter sido atingido o limite de saturação de fungo no solo.

Exceptuando as situações atnís rçferidas, todas as ouFas inoculaçõe§, çm ambas as

modatidadeü provocaÍam um aumento signifrcativo da densidade de P. chlatnydosparia

no solo rçlativamente aos valorçs eústentes antçs das mçsüra§ (P <0,05), pelo que se

çonsidera que as inoculações foram bem suçedidas. Não foi detectada a presença de P.

chtamydasporia no solo em todas as aniâlisçs çfçctuadas nas modalidades não

inoçuladas (Biocida e TesÍemunha).

4.3. Evolução do fungo P, chlamydosporia no §olo

O quadro lV e os gráficos da figr.rra 2O apresentam os valores da densidade da

população de P. chlamydosparia estabelecida no solo ao longo dos dois anos de en§aio,

nas modalidades F e FB. Foram considerados apenas os resultados das analises

efeçtuadas antçs da realização de cada inoculação e a análisç final de Çada ano, dç forma

a sçoÍrer um período de tempo relativamente longo entre a inoculação anterior e çada

análise representada (capítulo 3.2.). Não se çonsideraram os resultados obtidos nas

analises realizadas logo apos cada inoculação uma vez que não remeÍem apena§ para a

população estabçlecida Ínas tambçm para os clamidosporos viávçis não germinado§ que

resultam da inoculação imediatamente anterior çm todas as analisss elestuada§ nos dsis

anos de ensais para ambas as modalidadçs inoçuladas. Nas modalidadçs B e T não foi

detectada a presçnça da P. chlamydasgtria em todas as análises realizadas nos dois anos

dç çnsaio.
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Moddidade FB

(b)

Pausa na crrltura

1+'t1 1&0Fã04 2+62m4

1o arp 2'ana

Data da recolàa de amostrqs de solo

l'ig. 2O. Nirmero de ç.l-.ti. I grutra de PcMR no solo antes de cada inorr-ilação e no trnal de cada eno de ensâio nas

modalidades F (a) e FB (b). Intervalos strbre as barras = Erro parhão.

De acordo com os gráticos apresentados, veritica-se que a população de P.

chlumytlosparid aumentou progressivamente eü longo do primeiro Ímo em ambas as

modalidades inoçuladas, F e Fts (lig. 2A, a e b). Este aumento não foi, no entanto,

significativo entre as análises de 24-3-20ü3 e 15-05-2003 da modalidade F, que

correspondem às análises et-bctuacias antes da terceira inoculação ç no fioal do primeiro

ano, respeÇtivamente (P <0,05)i.

Quanto ao segundo ano, veriticou-se um aumento da densidade de fungo existente

no solo desde a primeira anâlise, de 13-11-2003 (antes da primeira inoculação), até à

aúlise de 1t)-5-2004 (antes da terceira inoculação), para ambas as modalidades. Este

aumento não foi estatisticamente signit-rcativo entre a análise de 2A-AZ-?004 e 10-05-

2A04 namodalidade F (P <0,05)2.

' Ver tabela 2.5 e 2.6. Anexo V
: Ver tabela 2.7. Anexo V
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No ultimo intçrvalo de tempo do ensaio, çnfie a analise de 10-05-2004 ç a aniílise

frnú de 25-06-2004, a média da densidade de P. chlamydosporia decresçeu em ambas

as modalidades, embora çste decrÊscimo não tçnha sido estatistiçamente significativo na

modalidade F (P <0,05)2.

Nos dois anos de ensaio podem estabçleçer-se duas situações distintas: o primeiro

ano em que o fungo P. chlamydosporia foi aplicado pela primeira vez no solo onde esta

especie não çxistia, e o segundo ano, cujas inoculaçõçs foram realizadas çm solo que já

possuía uma população de P. chlamyclasporiet que p-çrmarccia das inoculaçõas do ano

anterior. Quer na situaçãs çm gue foram efectuadas inoculações em solo isçnto dç P.

chlamydosporia (primeiro aao) quer na situação em gue estas foram efççtuadas apos já

ter já decorrido um ano de inoculações, foi possível instalar uma população dç P.

chlwnydosporia çom densidade acima de 104 c.f.u/ grama de solo, çonsiderada Gomo

necessána paÍa quç oçorra a colonização da raiz pelo tirngo num nível adoguado à

existênçia de uma redução significativa da população de Meloidogtne spp. (Bourne &

Kerry, 1999; Leij et al, 1993). Este valor tbi atingido çom a segunda inoculação no

primeiro ano (quadro IY, análise dç ?4-O3-2003) para ambas as msdalidades. No

segundo âÍro, a modalidade F já aprçsçntava valores dçsta ordçm na primeira

amostragem efççtuada ao solo (a 13-11-2003) e na rnodalidade FB foi atingido apo§ a

primeira inocnlação (quadro IV). A razão para que lOa c.f.u. de P. ehtwnydospofia Bor

grama de solo tenham sido atingidos mais cedo no segundo ano qus ao primeiro ano,

estiá" provavelmente relaçionada çem o façto da primeira inoculação do segundo ano ter

sido efeçtuada em solo onde já existia uma população desta especie. Os rçsultados

sugerçÍr\ guç em situações futuras de utilização de P. chlamydnsporia Çomo agçntç de

çontrolo biologico, dçverão ser efectuadas pelo menos duas inoculações de 5000

clamidosporos por grama de solo de modo a garantir uma densidade de fungo prç§çnte
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4. Apresantação e dlseuseâo dos resuÍtedos

no solo suficiente para que oçorra redução da população dos nem.âtodes-dasgalhas-

radiçulares.

AÍravés da çomparação das dçnsidades dç P. chlamydosparia no sslo çntrç análisçs

eorrespondentes de çada ano3, verifiça-sç ainda que estas foram zuperiores no segundo

ano paÍa a maroria das anílises apresentadas, Esta situação apenas não se vçrifiçou nas

análises finais em cada ano, cujas medias das densidades não são estatisticamelte

diferentçs (P <0,05). Tal çomo foi referido anteriorrrente, a diferença obsçrvada entre

os dois anos devç-se possivelmente a um efeito cumulativo por jâ existir uma população

de P. chlamydosporia instalada rçsultante do ano anterior'

Durante o segundo ano, foram atingidos, 6,62xl}a c.f.u. por gmmA de solO (quadro

tV) na análisç de l0-05-20M, sendo estç o valor de densidadç de P. chlamydosporia

çstabeleçida mais elevado dos dois anos de ensaio de ambas as modalidados

(çonsiderando apenas as aúlisçs efectuadas antes de çada inoçulação e a aúlisç final

de çada ano). Os resultados sugerem que estes valores poderiam estaÍ perto do limite de

densidade de P. chlamydosporia supodado pelo solo. Esta afirmação e suportada pelo

facto de, apssar de terem sido efectuadas duas inoc-ulações de P. chlanyolosparia no

período do tempo que decorreu entre 20-02-2OM e a análisç final, de 25-06-2004, não

foram observadas variaçõss signifrcativas da densidade de fungo na msdalidade F (P

<0,05)4. Tambçm na modalidade FB apesar de ter sido efçctuada a tereeira inozulaças

no período de tempo entre 1G.05:2004 e 25:06-2004 a densidade de P. chlunydosporta

não aumentou como se poderia çspçrar, tendo em conta a evolução da população do

fungo ate à data de 10-05-2004.

No psríodo de tempo que decorreu enrç os dois anos dç çnsaio, dçsde a aúlisç final

do primeiro ano, de 15-05-2003, e a primeira analise do segundo ano, de 13-11-2003, a

t V*tab"lus2.l I e2.12, Arexo V
4 Ver tabelas 2.7 e 2.& Anexo Y
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4. Arr.esent.áo e dtseussêo dos rest#ados

população dç P. chlamydasporia sofiçu um decrésçimo significativo nas duas

msdalidades inosulada§, F e FB (P <0,05)s- €ig. 23). Na modalidad.e EB, a densidade

de fungo deçresceu de 2,3lxl0a c.fu.l g de solo (anrálise frral, lu ano) para 1"25x103

c.f.u./ g de soto (primeira análise, 2o ano), que poderá ser expliçado pela aplicaçãs de

bioçida efeçtuada nestç intervalo de tempo (quaúo IV). Porém, na modalidade F, onde

não foi apticado biocida, tambem se verificou um deçréscimo da dçnsidade de fungo no

solo, de 2,97xl}a (anrâlise frnal, lu ano) para l,04xl0a ç.f,u./ g de solo (primeira analise,

2o ano), sçndo este menss açentuado que o deçréscimo verifiçado na modalidadç FB.

Assin\ a explicação para a redução da densidade de P. chlamydosporia durantç este

período não poderá ser atribuída apenas à aplicação de biocida. Durantç esÍe período,

aproximadamentç sçis meses, que incluiu todos os meses de verão, a estufa onde foi

realizads o ensaio permanec€u sem çultura e irrigação do solo. As temperaturas

elevadas çaraçtçrístiças dos meses de verão no interior da çstufa, os baixos nívçis de

humidade no solo e a reduzida quantidade de materia orgânica, que se devç as tipo de

solo e à ausênçia de uma cultura durante um período de tempo prolongado, são Íambçm

algumas das raaões a qus se pode atribuir o decrescimo da densidade de fungo

verifiçado apos este período. Os resultados obtidos srrgerçm que, numa situação de

çultura oomerciaf poderá s€r necessária a renovação da aplicação do fungo P.

cklamydosporia ssmprç que sç iniçiar uilul üova culturq uma vçz gue é çomum a

aplicação dç bioçidas no solo antes de cada plantação e que o periods de tempo entre

çu]nsas ocoÍÍer em condições semelhante à,s verifrcadas neste trabalho. E ainda

importante dçterminar, em esludos futuros, o modo colno factores eomo temperatura e

humidade afeçtam a viabilidade do fungo no solo.

§ Ysrtabelas2.g e2.lü Anoro V
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4. Ápresentaçéo e dncussão dos resufiados

4.4. Efeito da aplicação de hiocida na população de P. chlanrydospori'a

O gráfico seguinte represeüta as densidades de P. chlamydasporia nas avaliações

efeotuadas antçs de cada inoculação e na avaliaçãq final nos doi§ ano§ de çnsaro na

modalidade F e FB.
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signifieativamenúe diÍirrents pelo tde Tmthane's Í2 @s ÁNovA§ (P s,05I F= modalidade fungo; FB=

modalidade fugo + bioeida Iúrr§alo§ sobre as banas = Efio Pa&tu'

Verifica-sç que na maioria das avaliações çfeçtuadas antçs de çada inoculação e no

final de çada ano de ensaro não existiram diferenças significativa§ na densidade de F.

chlamydosporia entre a modalidade FB e a modalidade F (P <0'05). Apenas na

avaliação de 13-11-2003, efectuada antes da primeira inoculação do segundo ano, a

densidade de fungo da modalidadç F foi significativamente mais elçvada que na

6 Vertabeks2.2. e2.4.,Anexo V
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4. Agesentqão e disanssfu dos resraftadas

modalidads FB (P <0,05)6. eomo se,Íia de esperar, a aplicação de um bioçida de largo

Çspsstro efeetuada no período detempo entrs os d.ois anos de e,nsato provoçou a redução

da população de P. chlumydosporia que já se encÇntrava instalada ç quç rçsultava das

inoçulações realizadas durante o primeiro ano. Assiq compreende-sç gue a população

de P. chlamydosporia medida na modalidadç FB tenha sido inferior a F antçs da

primeira inoculação do segundo ano.

Apesar da aplicação de bioçida atbçtar a população de fungo quç já se enÇontrava

instalada nos solo antes do início do segundo ano, a sua aplicação antes das inoculações

em oada ano dç çnsaio não impediu que o firngo se estabelecesse ne solo a longo prar:o

e quç ocorrssse nas densidades consideradas necessárias para a existênçia de çontrolo

biologioo. Estes resultados são importantes para o desenvolvimento de estrategias que

maximizem o controlo de NGR nas quais se poderá combinar a utilização de bioçidas,

antes da implantação da cultura para prevenir a invasão inicial de NGR. nas raízes, com

a aplicação de P. chlamydospori(r, que providenciará o coúrolo da populaçãs dç

nemátodçs a longo pÍazo.

4.5. População de P. chiamydosporia na rarz

O grafico seguinte e o quadro V representam a população de P. chlamydr»paria na

raiz (medida em ç.f.u./ gnrma de raiz), Bara as modalidadçs F e FB, quando foi

efectuado o aÍranque das plantas, a 15-05-2003 no primeiro ano ç a 2546-2O04 no

sogundo ano.
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Apesar dç se verifiçar a existência de fungo na rilz nos dois anos dç en§aio em

ambas as modalidades inoculadas, a densidade deste no segundo ano foi muito reduzida

e bastante inferior à colonização da raiz obtida durante o primeiro ano (P <0,05)7 (Fig.

22).

Durante o primerro ano, a colonização da raiz foi de 3,26 xl}a c.f,u. lgrama de raiz

para a modalidade F e 9,62 xl0a c.f.u./grama de raiz para a modalidade FB (quadro V)-

Estes valorçs encontram-se acima dos valores de colonização da raiz quç sç vçrificou

'Vertabeks 2.17. e 2.18., Anexo V
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serem sufiçientos para originar um nível de parasitirmo dos ovos de NGR que permitiu

o sontrolo significativo da população dç nemátodes (de Leíj er al., 1992b: Bourns &

Kerry, 1999).

No segundo ano, o valor médio para a colonização danúafoi de 9,6 x102 e.fu. Bor

gfama de raiz para a modalidade F e de 1,7 x 102 ç.f.u. por grama dc raiz para a

modatidadç FB (quadro V), sendo que num dos talhões desta modalidade não se

observou a presçnça de P. chfunydosporiat. Estes valores são signifieativamence mais

baixos quç os obtidos no primeiro ano e tambem a níveis de colonização da raiz

verifiçados em çnsaios anteriormçntç realizados sm condições semelhantes a çste

enwio, onde os valores variaram entre 103 e lOa c.f.u.l grama de ruz (Vinagre, 2003).

No segundo ano dç ensaio o nível de colonização da raiz não atingiu os nívçis

çonsiderados aomo necessários para que possa ocoÍrer uma situação de controlo

biologico (quadro V). A colonização da raiz pelo fungo depende do nívçl de

colonização do solo adjacente. Uma vez que na anatise Íinal ao solo, cuja reçolha foi

efectuada em simultânço com a recolha das amostras de rai4 se veritlcaram valores dç

densidade de fungo (3,68x10a para F e Z,S$xl}a para FB), a reduzida colonização da

raiz ns segundo ano é difiçil de explicar. Está demonstrado que a colonização desta

tende a ser mais elevada quando se encontra infectada por NGR @ourne et al,lW6).

Neste ensaio, não se registou a presença de Meloidogme spp. na maioria dos talhõçse

nos dois anos de ç,nsaio, pelo que a reduzida densidade de nemátodes na raiz não pode

ser uÍna explicação paÍa os baixos nívçis de colonização desta pelo fungo. Outra

explicação possível poderá estar relacionada com plantas utilizadas uma vez que estas

têm uma grande influência na colonização da raiz. Porén\ nos dois anos de ensaio foi

E Vertabela 6- Aneno IV
" Vertabelas 9 e 10. Anexo IV
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4- Apresentqáo e úseussêo dos resstrados

utilizada a mçsma variedade dç tomateiro não sçnds por isso a mçlhor explicação paÍa o

sucedido.

Os resultados obtidos no ssgundo ano dç erlsaio dçvem-se provavelmçnte à

influênçia de outros factores, não coúecidos, que foram desfavoráveis à passagem do

fungo da sua fase de çslonizador de matéria orgânica do solo para colonizadsr da rai4

tornando-se interessante averiguar, em estudos futuros, quas os factores envolvidos

neste processo e o modo @mo o influçnçiam.

4.5.1. Efeito da aplicaçflo de biocida na colonização da raiz pelo íungo P.

chlamydosporia

No ensaio do segundo ano, apesar do teste estatístico não revçlar diferenças

sigpifiÇaÍivas entre modalidades F e FB (P <0,05)10 não é possível retirar sonslusões

deste rçsultado uma vez que os valores de colonização da raiz obtidos sãs muito

reduzidos. Porén\ realizando o mesmo teste para os valores obtidos no primeiro ano,

verifiça-sç que a tendência e semelhante e não se obtiveram diferenças significativas

nos valoros de colonização da raiz entrç as modalidades F e FB (P <0,05). Assirq à

semelhança do que ocorreu no solo, a aplicação de um biocida geral no solo antes da

instalação da çultura ç da inoçulação de P. chlamydasporia não parece influençiar o

estabeleciments deste na raz das plantas.

4.6. Importância da colonimÉo do solo na colonimqáa da raiz pelo

fungo F. chlamydosporia

O gráfico seguints representa a densidade de fungo no solo ç na raiz no final do

primeiro ano de çnsaio. Para que se pudesse utilizar um maior número de valores para

lo Vertabela 2.16.- Atrso V
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4. Apresentaç6o e dseussáo dos resuÉados

estudar a relação enüe o nível {e colouização do solo e da raiz reçorreu-§ç ao§ valore§

obtidos em sada talhão das modalidadss F e FB. Não foram çonsiderados ss valorçs

correspondentes ao segundo ano por a dçnsidade de fungo narau sçr muito reduzida'

4()0,6

35{),OO

3m,«)

250.00

300,oo

15ü,ü0

I txr,{íl

50,00

0,00

F1 F2 F3 F4 FBl FB2 FB3 FB4

Talhôes

Flg. 23. NÍurero (media) de c.t-.ulg de raiz e número de c.l-.u. I g de solo na analise tinal, no primero ano de msaio.

htervalos sobre as banas = Erro padrão.

Quadro VL Correlação de Person enüe as médias dos valores de ç.1'.u./ grama de solo e de c.t-.ul grama & raiz nos

talhõs das mdalidades F e FB no pimeiro auo de enmio (P < 0,05)
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verifiça-sç que não existe uma correlação significativa entre as densidades de P.

chlamydosporia presentes no solo e na raiz na me§ma data (l' <0,05) (quadrs VD'

§ignifica qu§, nçsts caso, não çúste uma tçndênçia para que o§ talhõçs quç po§suam
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4. Apre*ntqáo e úseuss€o dos resutrados

maisr colonização do solo pelo fungo sejam ta,mbém aquslçs que exibem uma maior

cotonização da raiz. 1ge qatanto, possivelmente a cotonização da raiz está dependente da

oolonização do solo üa mçdida çm quç é neççssiírio um valor mínims dç densidade de

P. chlamydasparia no solo para gue a eotonização da rú pelo fungo o§oÍra nos níveis

neçessários à existênçia dç çsntrolo biológieo. No entanto, dç açordo com ç§tÇ§

resultados, atingido este nivel (estúelecido em trúalhos anteriores çomo 104 ç'f-u.l

g.ama de solo), a existênçia de uma maior ou menor densidadç de fungo no solo não

está relacionada çom uma maior ou menor colonização daral.z..

Em todos os talhões das modalidades F ç FB nos dois anos dç ensaio, a densidade dç

P. ehfunydoryoria observada na análise frnal ao solo foi urperior a lOa c.f.u. por grama

de solo". Apesar existirem condições favoráveis pâra a proliferação do P.

chlamydosporia no solo em ambos os anos de ensaio, durante o segundo ano do ensaio

não oçorrçu migração do fungo para a superficie daraizou o sçu estabçlççimento ne§ta.

As razões para o sucedido são dificeis de determinar. AssinU os resultados obtidos

§ugerem qus uma elevada colonização do solo pelo fungo não é a úniça condição

neçessária para guç ocoÍra a colouização da raiz nos níveis necessários à existênçia de

parasitismo dos ovos de NGR pelo fungo numa proporção que permita uma situação

efeçtiva dç çontrolo biolÓgico.

4.7. Outros fungos prsent€§ no solo re§i§tenta eo meio M§§l1

Durante a avaliação da dçnsidade de P. chlamydosparia surgrram outos fungos que

§ç mostraraÍn rçsistçntçs ao meio semi-seleçtivo, tendo alguns sido identiÍiçados at§ ao

género çsm baso çm çaraçterístiças morfotogicas. Os geoeros identificado§ nas a"álises

ll vqtabehs 1 eS-Ansorv
t1 Verc4urlo 3.1.
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4. Apresentagáo e drseussãs dssresuftados

fOram: Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Cylinfuocarpon'

Dordtomyees, GeaÍricham, Gliocldiann, Mt4cor, Penicilliurn, Rhizopus e Tarula'

Nestç capítulo, apresentam-se dados relativos a este§ fungos, a título mçramçnte

aÇessório, gue poderão eventualmente revelar-se úteis na comprgçI§ão das interacções

de p. chlamydasporia no solo com ouüos organismos çm trabalho§ túturo§. O gráfioo

quç§s§§guçreprç§entaosvalore§dec.f.u./sâmadesglodeoutrosfungosobtidosem

todas as análises efeçtuadas, nas modalidades inoçuladas çom P- cklamydosporia (E +

FB) e não inoçuladas (B + T). O quadro VII apresenta as medias de c.f'u. de outos

fungos por graÍr6 de solo em todas as aúlises efectuadas nos dois ano§ para todas as

modalidades isoladamente.
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Fig. Z;Nirmqo de ç.f.u de ortros t-ungos por gpma de solo (média) em todas a§ máli§€§ elkuadas uos dois auos

de enrsaio nas modalidades irbculadas (Frmgo + (Frmgo+Biocida) e nsg modalidades üAo if,octrlada6 (Biocids +

Testemmb). Intervalos sobressbaÍm§ =Erro pa&ão da dia
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4^ Apresentagão e drseussão dos resuffados

Quadro YIL Niunso de c-f.u (média) de *orüos fiugos" por grâma de solo m todss s§ mrálisres efec,tuadas para

Ídasas mdalidades. F= mdalidadefirngq FF nrdalidadefungo+ bimida B=Bioçida T=t§tçEfiE§lta

Ilah de

@osEag€ú r6-{r9-ãx}z (*IÍFãHE e9-t(FãXE ll-tl-z{xlz z,HFAXB ír4+ãXB IS{ÉAHE

F

loano FB

8,92x103

1,4? xId

4.71xl03

3,29 xl03

6,67(10?

1,?9 xl03

t31xld

2.00 xl03

4.92 xl0i

l,% xld

I,ltrxl 0a

1,58 xl0a

230x104

?,3? Nl 0a

2,44 xl0a

2.33 xl0a

2,S3 xl03

9,08xld

1.39 xl0aB
5.00 xl02 5.46 xl03

T 6,67x103 1,54x103 ?,(Exl01 9,96x103 1,60x10a I,l2xl0a 1,75x10a

I,de de

ÊirhxÉrEgÉ[r
l3-11-ãH)3 19-11-2tH)3 2042-2Íüü/|- IB{}3-UXL{ 1a}{§-2lH},1 r7{E-2{H}4 Xz-ím.zíüD4

/ ano

De açsrdo Çom a figura 24, aquarrtidade de propagulos de outros fungos do solo em

MSS variou ao longo dos dois anos do ensaior3. Através da analise estatistiçq verifiçou-

so tambem quç na maioria das análises efectuadas não existiram diferenças

significativas nos valorçs de c.f.u. dç outros fungos por grama dç solo entre as

msdalidades inoçuladas ç as modalidades não inoçuladas com P. chlamydosporia lP

<0,05). Nas catorze avaliações efectuadas nos dois anos de ensaio apenas se observaram

diferenças significativas nas avaliações dç 29-lO-2002, 15-05-2003, 08-03-2004 e 13-

11-2003 ondÇ as modalidadçs inocrrladas com P. chlamydosparia apresentaram

dçnsidades dç outros fungos significativamente inferiores as modalidades não

inoçuladas e a 31-03-2003 onde a derrsidade dos outros fungos foi superior nas

modalidadçs inoçuladas com P. chlmrydosporia (P <0,05)14.

!3 Vertabelas 2.26 a 2J9. Anexo V
rt vstabela 2.30" Anexo v

FE

F

-tú

T

3,42 x103

2,58 xl(Ê

5,25 xl03

1,60 xl0a

1.07 xl0a

4,11xlti

7,58 xl03

!,70 x10a

3.58 xl03

2,4ôxld

5,54 xI03

4,54 xl03

4,75 x103

9,0t xI03

4,ZZxt}4

7,9? xl03

1,42 x 104

I,40 xIü{

l,l8 xI04

1,33 xl0a

2^19 x10a

1,9ô xlOr

3,20 xl0a

2.28 xl0a

2^25 xlOL

2,7:1xl(t'

2,58 xl0a

3!4 x10a
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4- Apresçntaçás e d§eussão dosresuffados

Verifiça-sç ainda que a dçnsidade de P. chlamydosporia em çada talhão inoçulado

aprçssntou uma correlação sigoificativa (de índice negativo) Gom os valores

correspondentes da densidadç dç outrÇs fungos (P <0,05) nas aniílisçs dç29-LU2002 e

ZO-02-ZOQ4[5. Estes resrltados sigrrificam +l€ a media das densidades de P.

chlamydasporia e dos outros firngos do solo em M§§ em çada talhão foi invçrsamçnte

proporcional nas datas apresentadas. A arálise da çorrelação não foi realizada para o§

dados correspondentes às amostragrns efestuadas de'pois de cada inoculação uÍna vez

quç ss çonsidçrou que esta não seria váúida pelo facto do intervalo de tempo entre a

inoculação e amostragem de solo sçr muito cuÍo para se poderem verifiçar alterações

causadas porP.

Quanto aos outros fungos contabilizados nas aúlises à raíz.- veritica-se que apena§

no primeiro ano eÇoÍreram diferenças significativas na quantidade dç c.f.u. de outros

fungos por grama de raiz entre mqdalidades, quç se veritiçsu entre a modalidade B e as

1çst4ntss (P <0,05)16.
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1tig. 25. Nrimso de c.l-.u de ouEos fingos por grama de raiz m todas a.s modalidades nos dois anos de msaio. =

Fungo, FB = Fuogo+Bioeida B = Biocida T= te$*,onrmha LnÍsvalo sobre as bms = Erro pa&âo.

15 Vertabela 2.31, Anexo V
16 Ver tabela 2.33 e 2.35" Anexo V
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4. Apresentação e dlscussãs dos resuítados

Quadno YIII N{rmso de c.f.u (media) de oltros timgos por gmma de raiz no final de sada ano de eirmio pam todas

as modúdad§. F= modaLdade fimgq FB= modalidadefusgo+ bioçida" B- Bioçid+ T= Tçsteúnu$hÀ

lu ano fam
Deta de amostragem l§.0S2+03 +rJtÁ-r|rvL,

z"iáito3 7,96xrtf

7,B3xio' 3,88 xid
3,83 xloj 8,18 x10a

T 3.46 lI^ld l-75 xld

A correlação çntrç as medias dç ç.fu. por graÍna da raiz de P. chlamydasporia e de

outros fungos em cada talhão das modalidadçs inoçuladas (F e FB) oo primeiro ano, é

significativa e tem um índice positivo indicando existir uma tçndência para gue o§

talhões onde se veriticou uma densidade de P. chlamydaspxia mais elevada fossem

tambom aqueles onde foi çontabilizado um número mais elevado de c.flu. de outros

fungos por grama dç raiz çm MSS.

VeriÍiça-se tambem que os valores da densidade dç outros ti.rngos na raiz nas

modalidades F e FB do segundo ano de ensaio se ençoutraram dentro da mesma ordem

de valores obtidos no primeiro anô nas mçsmas modalidades (103 c.f,u/ grama dç raiz).

Estes resultados poderão signiflsar que os façtores que dificultaram a instalação do

fungo P. chlamyfusporia w ratz durantç o segundo ano de çnsaio (çapítulo 4.5.) não

1eriç afeçlado da mesma forma os ouEos fungos p.ressntes nas aúlises em MSS. No

entantor visto que não foi efeçtuada uma anáúise aprofundada destçs fungos, nada se

pode infenr, deixando estes dados apenas questões interessantes paÍa investigações

futuras.

B
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5, ConçlusÕes

Frsendeu-§G çom ç,ste trúalho avaliar a efiçacia dç inoeulações suçessivas do

fungo P. chlarytfuryoria, no estúçlecimenÍo de uma população do fungo no golo ç na

raiz de tomateiro çultivado em estufa. Os resultadss obtidos çontib-uem de fsrma

positiva rrlraacompreensão da dinâmiça da popula.ção de P. chlamylosporia inoçulado

ç para o desenvolvimçnto de uma estratégia viável para a gestão do nematode{as-

galhas-radioulares.

Com a realização deste trabalho, evidenciou-se que os métodos taboratoriais

utilizadss paÍa a produção de clamidosporos? formulação do inóculo e inoculação do

Êungo P. chlamyelosparia, permitem a rcalização de inoculações eficazes em quç a

densidade de propágulos viávçis no solo que rodeia o sistçma radiçular das plantas apos

as inoculações é signiticativamente superior à densidade existente antes das mesmas.

Verifiçou-se quÇ na estufa utilizada" existia uma população dç P. chlamydospttria

antes dç sç iniciar o segundo ano dç ensaio. Esta resultou das inoculações çfeçtuadas

durante primeiro ano do ensaio e não de uma população autoçtone uÍna vez que arrtes de

ser rçalizada qualquer inoculação na estuf& as aúlises não revelaram a presença desta

especie.

eom os resultados obtidos conçlui-se que e possivol estabelecer uma população de

P. chlamydasporia ne solo, § quç a dçnsidade dçsta tendç a aumçntar çom cada nova

inocutação, pelo menos ate quc seja atingido o limite de saturação do solo. Foi possível

obter neste ensaio, uma çoloniação do solo açima de 104 ç.f,u. de P, ehlmtydasporia

por grama de solo, sendo este valor çonsiderado çoúro neççssárrio à oçorrênçia de um

nível de colonização daraize parasitismo dos qvos dç nemátode-das-galhas-radiçulares

que origine um oontrolo efectivo da população destçs nçmâtodçs (Bourne & Kerry,

1999; Leij et al, 1993). Em solo isçnto de P. chlamydosparia, foram nçççssárias duas
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insculações de 5000 clamidósporos dç P. chlamydosporia por grama dç sslo para que

esJe nível de colonização fosse alçançads e mantids aÊé à remoçãs da çuttura. Num

período detempo longo enúe çulturas, que incluiu os mesçs dç Vçrãs nos quais a estufa

permansçeu sem çultura e irrigação, a população de P. chlamydayoria manteve-se no

sslo mas so&eu um dçcréscimo na sua densidade, indicando que podeú ser nçççssária a

renovação da aptieação de P. chlarnyelosparia çm cada nova época de cútura para

rnanter a sua população em densidades adequadas à sçorrênçia do çontrolo çfiçaz ds

nçmáÍodedas-galhas-radioulares. Três inoculações de 5000 clamidosporos de P.

chlawylosporia por graÍna de solo permitiram obtçr um nivçl dç colonização da rwz

pelo fungo adequado à oçorrência de controlo biológico (acima de 103 ç.f.u.l grama de

raiz) (de Leí) et al, 1992b; Bourne & Kerry, 1999). Irlo entanto, é possível dçmonstrar

tambem que uma elevada colonização do solo adjacente à raiz (mperior a 104 ç.f.u./

grarna de solo) não parece ser a úniça condição necessária para que ocoÍra colonização

desta pelo fungo em niveis adequados à existênçia de parasitismo dos ovos dç NGR

numa proporção que permita uÍna situação de controlo biológico. Não çxistiu uma

correlação signifioativa entrç as densidades de P. chlamydasparia no solo ns final do

ensaio ç as dçnsidadçs dç fungo na rai4 quando esias foram elevadas. Estes resultados

retbrçam a ideia de que o suçesso deste processo pareco estar depsndente dç sutros

façtores para além da çfiçáçia das inoculaçõçs dç P. chlamydasporia çfççtuadas? ç que

poderão s€r factore,s odáfioos, çlimá*icos ou relacionados com a biologia do solo"

Foi possível demonstraÍ que a aplioação dç um biocida geral no sols antçs da

implantação da çultura e das inoculações de P. chlamydosporia no solo, e resçrcitando

os intervalos de segurançq não impediu o estúçlççimento do fungo no solo a longo

prazo, nem na raiz das plantas, nas dçnsidades çonsideradas neçessáús para a

çxistênçia de çontrolo biológico. Estes resultados são importantes para o
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desenvolvimento de esfratégias que maximizem o çonEolo de NGR. m§ qual§ se poderá

çombinar a utiliza.ção de alguns bioçidas, com o objeetivo de prevenir-a invasão iniçiat

de NGR. nas raízes, çom a aplicação de P. chtamyda:poria! quç proüdçnçiará s çontrolo

da poputação de nemâtodçs a lougo prazo"
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6, eonsideraçõs frnais e pÊrspffitiva§ futura§

Desdç os anos 70, quando s€ §u§p€itou da potencialidade do fungo Pachonia

chtamydosporiu (Kçrq, & Crump, lg77l, 1e cambâte a nemátodes dos quistos' as

investigações desenvslvidas em volta desta espeeie em variadqs locais do mundo, têm

sido inúmçras.

O desenvolvimento de um agente de controlo biológiço e um procosso complexo no

qual ss ençontraÍn envolvidas diversas variáveis ligadas não so à biologia e ecologia do

fungs mas tambçm à existênçia de uma tecnologia adequada de produção em mas§a:

formulação e estrategias de aplicação no campo.

O presente trabalho, e o projecto no qual se inseriu, em que se realizou um ensaio no

campo numa situação semelhante à horticultura comercial utilizando uma metodologia

inovadora de produção de inoculo em massa, constitui uma contribuição importante

para a compreçnsão da dinâmica da população do fungo P. chlamyclosporia no solo e na

raiz, apos inoculação. Os resultados obtidos vêm reforçar a ideia da compleüdade do

meçanismo envolvido no procs§§o de colonização do solo ç da rctz pelo P'

chlnmydasporia neçessário a um processo eficaz de controlo biologico de NG& e da

eústênçia de variados façtores quç o influenciam, nomeadamente çlimátiços, edáfiços

ç/ou biotiçss (Kerry, 2001). Para que possa existir uma utilização comerçial do fungoP.

chlamyfusporia é ainda nçcessário melhorar a sompresnsão da influênçia quç esJe§

factore.s exerc€m sobre o fungo, das relaçõçs ecologica§ que se çstabeleçsm e

aprofundar çoúecimentos ligados à genetica e bioquímiça da çspççis, çomo gene§ e

enzimas envolvidos no processo de parasiüsmo. E igualmente ne§es§átrio o

melhoramento da tecnologia de produção e formulação do inóculo em produto Íinal,

assim çomo definir estratégias de aplicação do fungo (quando e Gomo aplicaJo no §olo),
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6- Çutsideragões frats e petspedivas futrras

e a possívsl combinação çom outros metodos de çontrolo, de modo a maximizar o seu

impacto sobrç as poputações do nsmátodedas-galhas-radiculares

Apesar dç existirem ainda alguns obstáçulos a ultrapassar, os estudos e&çtuados

çontinuam a dar garantias da poleoeialidade desta especie cujas carast§ristiça§ a tomam

promissora para uma futura utilização comçrçial generalizada. Contribuir-se-á assim,

Çom uma alternativa para a resolução de um dos grandes prúlemas de fitopatologia em

hortiçultura no mundo, o nemátode-das-galhas-radiçulares, assim çomo para a

pressrvação do arnbiente atraves do incentivo a uma menor utilização de substâncias

químicas çom elçvado impacto negativo sobrç çste.

68



7- Referências bibliogtâfrcas

7" Referênçias biblrográfi§a§

AbranÉes, LM. De O.1 Bourne, J.hiL; Britq I+ Cianciq À; Hirsch' F.R; K**yt

BR; Lope-Llornca, L V.; ltlloÚa, lWÀ{"; Santos' M"§-Ft" Ile A"; Tzotb'akakis, E A"

& Verdeio-Lucas, S, (2002) A Manual for Research on Verticiltium chlamydosporium,

a potertial biocontrol Agert for root-knot nematodes. Kerrlr, B.R & Bournq I.M. (eds.)-

IO3Ç/\MPR.§, Gent. 84 PP.

Agrios ht.G. (2005) Plant Fathology. 5. th. çd. Elseviçr Açadcmic Press, Burlington.

922 pp.

Alexopoul,oq C.J.; Nlims, C,\ry, & Btackrvetl hrt (1996) Introductory Mycology' 4th

ed. New York: John Willar& Sons. 869 pp

Amarq F. (2003) A Frotecção lntegrada, ISAlFress, cadaval. 446 pp

Atkins, S.D.; Ilitdago-Diaz, tr,.; Kaliszo trtr.; Mauchline, T.E.; trtrirsch, F.R & KertS'

B"R. (2003) Developmcnt of a new managemcnt strategy for the control of root-knot

nematodes (Metoiogne spp.) in organic vegetable production. Pest Matwgement

Science 59: 183-189.

Baicheva,g.; Salkova, tr). & Falazova, G. (2002) Rool-knot nematodes (Meloidogtne,

Goeldi, ISBT). Species compositioq pathogenicity, some problems for investigation.

Experimental pathology and parasitology, Bulgarian Academy of sciences 5/10 : 2l'24-

Barron, G.L. & Onions, E"§. (1966) Verticillium chlamydosparium and its

relationship sto Diheterospora, Stemphyliopsis, and Paecilonryces. Conadian Joutnal ol

Botarry M:861-869.

Btevg.zaeh€o, T. & hflelillo, nfl.T. (199?) The biologry of giant" cells. In: Cellular and

molecular aspects of plant-nernatode interactions. ld edition, Fenoll, C.; Grundlo,

F.M.\il.; Ohl, S.A (Eds.). 65{19

7A



7- Rderêneias áÉlográfcas

Bordallo, J.J.; tropu-LloreÂ, L.V.; Jansson, EE; Salinasn J.; Fersmarh L' &

Asenio, L. QO02) Colonization of plant roots by egg-parasitio and nematode-trapping

tung. New Phytologist 154:491499.

Borrrne, J. hfl" & Kerry B. R (2000) Observations on the survival and eo-mpetitive

ability ofthe nernatophagous fungus Verticitlitrm in soil. Int J. Nematalag410:9-18-

Bourne, J. htLi Kerry, B. R. & dç l4ii, B'. À À h& (1994) Methods for tàe study of

Verticillium chtamydory,ortum in the rhizosphere. J Nematologt,26: 587'591'

Bourne J.M. & Kerry B.R" (1999) Effe§t of the hOst plant on tlre effieacy of

Verticillium chlamydosporium as a biological control a.gent of root-knot nematodes at

different nematode densities and fungal application rates. Soil Biologt ond

Biockemi stry, 3 l, 7 5-84.

Bourne, J. n/L, Kerryn B. tr1 & de Leij, F.. À ê- M. (1996) 'the importançe sfthe host

plant on the interaction between root-knot nernatodes {Meloidagme spp.) and the

nematophagous fungus, Venicillium chtamydosporium Goddard. Biocontrol Science

atd Teehrnlogt, 6: 539-548.

erump, D. E & fuving F. (1992) Seteçtion of isolates and methods sf culturing

yerticillium chlamydosportum and its efficacy as a biological control agerú of beet and

poteto cyst nemato des. Nematologica, 38 367 -37 4.

de Lerj, F. A. A. hfl., Kerry, B. R. & IlennehrY, J. Á. (1993) Verticitlium

ehl«rydosporium as a biologiçal sontrol agent for Meloidogme incognita mdM- hqla

in pot and microplottests. Nematolo§ca" 39: 115-126'

de Lei!, F.A."ÀhtL, Dennehry, J.À & Kerryr B-8. (1992a) The effeet of temperaÍure

and nernatode species on interactions between the neÍnatoph4gous fungus Verticillium

chlarnydosporium and root-knot nematodes (Metoidogl'me spp.l Nematologica, 38: 65-

79.

7l



7- Referéaeias bbliográficas

de trct' Fá"A"nfl.' tr)ennehryn JÂ & Kerryn B.R. (1992b) The use of Yerticilliuw

chlarnydoryorium Goddard atd Pastearta penetrans (Thorne) SaSnes & StaÍr alone and

in combioation to controlo Meloidagne incognita on tomato plants. Furdsn. Appl.

Nematol., 15 (3) 235-242

Eilenbersr J. & Hokkanem, E- hÂ. T. (2006) An Ecotogical and Societd Approaoh to

Biological Control. Eilenberg & Hokkanen (Eds.), §pringer. flordrecht. 322 pp.

Eisenbactq J.D. (1998) Morphology and Sistematics. In: Flant Nematode interaetions,

Eds Bakerg K.R., Pederson, G.A.; Windhanr, G.F., Agronomy monograplr, 36, Soil

science society of Americ,q USA 37-60.

Eisenbaelq J.tr). (1985) D§*ailed morphology and am1omy of seçonGstage juvenileq

maleg and fernales of the genus Meloidogme (Root-knot nematodes) In: An advanced

treaÍise on Meloidagyne; biology and coffrol- Ralersh- Sasser, J-N. & Cartec C.C.

(Eds.), North Carolina State University Graphics. 95-I12.

Eisenback' J.D. & Triantaphyllou E tr{. (1991) Root-knot nematodes: Melaiefugtne

species and races. In: Manual of agricultural nematology. Nickle WR. @d.) New

York/Hong Kong: Marcel Dekke l9l-273.

EsÍeves, t; Franco, C.; Fombo, C.; Louro, T; Ctara, hrl.tr; Fflota, nfi" (2001)

Evaluation of three of the fungus Ve*icillium chlamydaryortam in difsut plant rrct
colonization- Proc. Of 11ú Congress of Mediterranean Phytopathological Union anrl 3d

Congress of Socidade Portuguesa de fitopatologia, Andaluz Academic publishing

Redondo, 430-432.

F'raneor Ç.; Esteves, L; Çravs, J.; Ciara, L; & h{oJa, hí|. (2001) The use of
Verticillium chlamydoryoriwn isolateg as a biological control agents against

Meloidogme incog;nita, in a green pepper pot test evaluation. Proc. Of 1lú Congress of
Mediterranean Phytopathologrcal Union and 3td Congress of Sociedade Portuguesa de

fitopatologiq Andaluz Academiç publishing, Redondq 154-156.

72



7- Refer€noas bibliagráfrcas

Gamsn W. (19SS) A çsntrihution to the knowledge of nematoptmgous species of

Verticillium. Journal of Plant Pathologt, 94:123-148.

G+ddard, E"I{. (1913). Çan Fungi living in agrieultural soil assimilatç freo nitrogen?

Batanical Gazette. 56: Crawfordwilte, IN, 249-304

Eidalgo-Diaz, I-,.; Bsurne, J.It!.; Kerry, B,ts" & Rodriguezo hltÇ. (2000)

Nematophagous Verticillium spp. in soils infested with Melotdogne spp. in Cuba:

isolation and scrrening.InternationalJatrnal af PestMwragement.46:-277-284.

E{gssey, R"S. (1985) Flost-parasite relationshiBs and assoçiated physiological changes.

ln Án advwnced treatise on Meloidogme, Vol I biologt and conírol. Sassr, J.N.;

Carter, C.C. (Eds.). RaleigÍr: North Carolina State University, 143'153.

Irving, F, & Kerry, B.R" (1936) Variation between strains of the nematophagous

furgug Verticilltum chlamydosporium Goddard. II. Factors a.ffectiÍlg parasitism of cyst

nematode egç. Nematologica, 32: 47 4-485.

Jansson, ILB. & Lopu-Ll,orca, tr. V. (2Ü04) Control of nçmatodes by fungi- In:

Handbook of Fungal Bioteohnology. Vol. VI Fungi in Agricultural Biotcohnology. D.K.

Arora" P.; Bridge & Bhatnagar, D. (eds.). Marcel Dekker, Inc. New York. ZA5-215.

Jatata, n (19S5) Biology çontrol of nematodçs. ln:- An Aclvanced Treatise an

Meloidogne, Yol. I. Biologt and control. Sasser, I.N. & Carter, C.C. @ds.). Raleigh.

North Carolina StateUniversiry Graphics. 303- 308.

E(er4r, B. R" & Cr.umpo tr). H" (1998) The dynamics of the decline of the cereal eyst

nernatode Heterdera zrwnae in four soils under intensive cereal production.

Fundamental Ápplied Nematology, 21, 617 -625.

E(erry, B"R. (1995). Ecological consideraÍions for the use of the nematlrophagous

fung,rq Vertictlltum chlctntydosportum, to control plant parasitic nematodes. Can- J-

Bot,73: 565-570.

73



7 - Referéncias btb ltryrffieas

Kerry, B.R' (2000) Rhizosphere irúeractions and the exptoitation of microbial agent§

for the biological control of nematodes. Anrru. Rev. Phytapathologt, SE, 42;344L.

Keny, B.R" (2001). Exploitation sf the Nema1ophagous Fungus Verticilliunt

chlamydosporium Goddard for the Biological Control of Root-knot Nematodes

(Meloifugyrre spp.) In: Fungi as Bioconfiol Agents: Progtress, Problems and Potential.

Butt, T. M.; JacksoqC &. MagarUN, (Eds), CABI Internationa[ Wallingford, 155-168.

Keny, B.R. & erump, I!.H. (1977) Observation on fungal parasites of fçmales and

eggs of the cseal cyst nematode, HeÍerodera crvenae, and other cyst nernatodes.

Nematologica, 23 : 193 -20 I .

E(erryr B.R" & Jaffee, B.Á" (1997) Fungi as biological eontrol agents for plant parasitic

nernatodes. In: The I!íycota. TV Enviromental and Microbiat Relationúips.

Wicklodsoderstrom ( Ms),Springer-Verlag; Heidelberg Berlin, 203-218.

E(erry, B.R., Crump, D.Itr. & hlflullen, L.A. (I9S2a) Studies of tte ç€real:çyst

nematodg Heterodera avenae under continuous cerealg 1975-1978. II. Fungal

parasitism of nematode eggs and females. Ann. Appt. Biol., L00:489499.

Kerry, B.R, erumpr l).EN- & Blulleno L.À (l9S2b) Natural control of the cçreal çyst:

nenratodg Heterodsa avenae'Woll., by soil fungi at ttree sites. Crop Protection, 1,99-

109.

Kerry, B.R.; hving E'. & IIornsey, J.C. (1986) Variation betwen strains of úe

nenratophagous firngug Yerticillium chlamydosporium Goddard. I. Factors affecting

growth in vitro. Nematologica,32 461473.

KirE{, P.hrL; eannon, P.F.; David' J.C, & §talpers, J.A (20$f} Ainsworth & Bisby's

Dictionary of the Fungr. 9ú Ed., Wallingford, CAB International, UK 655 pp.

74



V - Reterências btb liagfficas

Koh CJ.; Fapertn .â. & Eok-Â-Hin' C.E. (2001) Miçroflora of Meloitfugne eg
masses: species compositiorq popdation density and effect on the biocontrol ageft

Vertici llium chlwnydosporium (fudaÍd). Nematolqy, 3 :8, 7 29'8il

t opez-Ltorea, L.V.; Bordallo, J. J.; §alinaq J; Monfort, E. & L,opez'Sernar hlL L.

(2000) Use of Light and Scanning Electron miorosoopy to examine solonisation of

barley rhizosphere by the nematophagous fungus Verticilliurn chlmtydasporium.

Micron. 33,6147

I-ouro, T. I Francon C.1 Pombo, C.; Esücre§? Li CtarA h&I" & MoJa Bf. (2001)

Chlamydospore production evaluation of portuguese isolate of the nernatophagous

firngus Verticittiarn chtamydasporturn, Proc. of 1lü Coqgress of Mediterranean

Phytopathological Union and 3'd Congress of Sociedade Portuguesa de fitopatologia,

Andaluz Açademic publishing Redondo, 433-436"

Ntorgan-Jones G; Godoy, G. & IRodriguez-Ksbana, B" (198U Verticillium

chlamydoryorium, furrgal parasite of Melotdogne arenaria feÍnales. Nematropica, 11

2.1t5-t20.

hitorganJoneq G. & Rodrigucz-tr(abana, R. (1987) Fungal bioeontrol for the

managernent of nernatodes. In: Vistas on Nernatology, JA Yeech (ed.), DW Dickson,

14:94:99.

hflorton, OJ\íí., Eilsch, F.& & I(erry, B.R. (20041 Infection of plant:parasitic

nematodes by nernatophagous furgr - a review of the application of molecular biology

to understand infwtion processes and to improve biological control. Nematologtt, 6:

161-170.

Poinar Ç. (19S3) Thç natural history of nsmatode eontrol Prentiç+Flall (Ed.), lnc.,

I 19-145.

Pombo, e. (2000) Fesquisa e selecção de isolados do fungo ?'erlicilliurn

chlomydoryorium para utilização em tuta biológica" nas principais zonas de cuttura

protegida emPoúugd Trúalho de fim de curso, Universidade de Evor4 93 pp.

75



7 - Raterências bibliogfficas

Fyrowolakisn A"; WsÍPhaI, À; §ikorso R"À & Bccker, J.O. (2002) Identification of

root-knot nematode zuppressive *rls Applied soil kologt 19: 51-56.

§haron, E.; Bar-Byalr ne; Mor, hrfl.; Klmfeld' O.; CheÇ L & §piegelr Y. (1998)

Biotogical control of Meloidogne javanicd by Trtchoderma preparations: mode of

action Nematologica, 44: 581.

Sayren RM & Waltero I!.8. (199U Factors atre«ing the efficaey o{natural enemies of

nernatodes . Arm. Rev. Plrytopathol., 29: 149-166.

Segers, R.; ButÇ T.ft[; I(erry, B.; BecketÇ À & Peberdy, J. E. (1996) The rolç of

the proteinase VCPI produced by the nernatophagous Verticillium chlamydosportum in

the infwtion process of nematode eggs. Mycol. Res. 100(4'l:421428.

§iddiqur, Z, A" & Mahmosdr L (1996) tsiological control of Blant:parasitic nematodes

by fungi: Areview. Biaresource Technalogt 58:229-239.

Snedecor, G. W. & Coehran, \il. S. (1980), Statistical Msthodq Univ- Fre.ss. Iowa,

507 pp.

Sairling G.R" (1991) Biological çontrol of plant-parasitic nçmatodes. CAB

Intonational, Wallingford, UK. 282 pp.

Stirling Ç.R. & ffinkau, EL (1979) Modr of parasitism of Meloiútgtne and olher

nsnatode eggs by Dac tylella oviparasi tica. Nematologt 1 1 :282-288.

Triantaphytlou À C. (1985) Cytogenetic§, cytotaxonomy and phylorgeny of root=knot

nernatodes. In: An advanced treatise on Meloidoglrne: biology and control. Sasser, I.N.;

Carter, C.C. (Eds.). RaleigÍr: North Carolina StateUniversity, l13-126.

Tzortzakakis E,.,4- (2000) The effect of Verticillium chlamydasparium alrd oxamyl on

the control of Meloidogne javanica on tomatoes grown in a plastic house in Crefg

Greece. Nematologia Mediterranea 28, 249-54

76



7 - Ratwêneias bibüagráfreas

Ulloa, nfl. & Hanlin R"T. (2000) IllustraÍed Dictionary of Mycology. APS Press, St.

Paul, MN, APS Press, 448 pp.

Yerdejo-LuÇâsr S,; Sorriba§o fl 3t; Ornatr C. & Galeanq nfl". (2003) Evaluating

Pochonia chlarnydosporia irt a double cropping systeÍÍr of lettuce and tomato in plastic

houses infested with Meloidogne iavmica. P Imt Pathology, 52 (4) : 521-528 -

Viaene, N.hfl. & Abawi G"S. (2000) Hirrutella rhosiliensis and Verticillium

chlamydoryortum as biocontrol agents ofthe root-lsrot nenatadeMeloidagme haph on

lettuce. I. Nematologt,32: 85-100.

vinagre, I-,. (2003) E$udo da colonização do solo e da rizosfera do tomateiro cultivado

em estufa, pelo fungo Pachonia chlamydosporia- isolado PcI\,{R, no controlo biológico

do nemátode Meloidagne spp., Tese de licenciatura Universidade de Evora 97 pp-

Whitehead, ÀG. (199?) Flant Nematode Control. CAB International, Wallingford

U.K. 4aB pp

Zare, R.; Gams, W. & Evans, H"C. (2001) A revision of Verticillium section

Prostrata. V. The genus Pochonia, with notes on Roíiferophthora. Norrr Hedwigia, TS:

51-86

Kerry B"R" (1997) Biological csntrol of nematodes: prospects and opportunities [n:

M.A. Maqhool & B. Kerry, Plarú Nematode Problems and their Control in the Near

East Region (FAO Plant Production and Protection Paper - 144)

www.fao.or8/docre,p/v997Ee/r9978e00. tún#Contents

Mitkowskin N.À & G-§ Abawi (2003) Root-knot nematodes, Plant disease les§ons,

American Phytopathological Society

trttp://www.apsnet.org/education/LessonsPlantPattrlRootKnotNerna/defalrlt.htm

77



7 - Rsferências bibliqrfficas

U.S. Environmental Protedion Agency (2006)

http : //www. epa. gov/ebtpageJpollchernicmethylbromide.html

Portat da União EuroPeia (2006)

http:/leuropa.eu.int/rapid/pressReleasesAction.do?referencrlP/04/878&formaFHTMl

&aged{& languageFPT&guil-ânguagFen

Oean N. (2004) Ferspecüva para la fabriçación dç un Bionematicida a partir del hongo

Pochonia chalnrydoryaria La Haban4 Cuba

http:l/www.monog:afias.conr/trúajos26/bionematicidalbionematicida.shtml

Kiewniclq §. & Sikora R"A. (2006) Biologieal çontrol ofRoot knot nematodes with

Paecilomyces lilacimts strain 251, Biological control, In press

www- sciencedirect - com

78



Ánexos

Íxnreu DE AI\tExo§

Anexo l- Esqusma da estufa

Anexo tr- Çálçulss

Ançxo III- Çomposição dos mçios de cultura e §upofiç

Ançxo IY - Túçlas dç dados

Anexo V - Tratamonto estaústiço

11

iii

v

vi

xvll



ÁRexos

A.NEXÜ I - da e,stnfn e distrihnição elrs rnorialidadç.s tiç ir*tarrçnÍo

N

0 E

S

, ---!-.

A- enlrú

F=Frmgo+Bittcidâ

B - Biocida

T =TçÉcfittuús

ôv

A

I II

a

I II

I 3_

5
6
i
8
9
10
ll
12

l3

5

6
1
8
9
t0
ll
t2
t3 FBí

l8

3l
32
33

30
3l
32
33

21
B
»
30
3l

33
A
35

21
23
»
30
3l
32
33

35
rú1
lr'-lJ- I

27
»
2'
i0
ll
32
3l

f5

21

19
fo
l1

33

l5 tt

40
4t

4l
.tt
45

4
4t

43
44
45

ts
39
40
41

.t-1

44
45
46

33
39
.1tl

41
1?
.í-l

41
45
46 T2

38
x9
4ü
4l

13
44
45
,16

38
39
.t0
4l
4?
41
14
45

50
5l
52
53
54
55
56

49
5o
5l
52
53
v
55
56
57

49
50
5l
52
53
54
55
56
si FB3

62
63
64
65
66
67
68

ó0
6t
62

64
65
66

68

60
6l
62
63
64
65
6ó
67
68 T3

74

16
77
n T4

72

i4
?5
i6
71
78
19

11

,.2

74
15
16

78
79

u
85

87
88
89

t2
83
84
E5
ú
t7
8E
89
fi

t2
83
84
85
E6

a7
3E

89
90 Fê4

gg uil9tg

* -Pl*tu,

smostradas

* - Plautoo rúu

inoculadas e não

amostradas

§

§otn 4U m d€

Cuitura instaiatia
6 linhas com 94

ceda. para um
del.lmx03

e7"?mde

1,0 m

l.2m

lr



Ánexos

ANEXO il - eáIçuloç

1. Ilados utilizados pâra os eríteulas da produção de elamidó§porio§

Parâmetro VaIor Fonte

Nívcl dc inoculaÇâo
50(H.! çhmidssprud g &

slo

Abralrtm et al,2{.t02; [-eli eÍ ad"

1993

Frodr@ médiade PcN{R
1,12xl0' clarnidóepros / g

de meto

Esleves, 2@1; Louro, 2001;

Po{úo,2000

Dsnsidade grarutm dos çlamidósporcs 8,8 xl06 clamidóspo,ros/g,Ú' Vinagre,20o3

Qruddads de meio cullura sólido por

Erlenmeyer
30g/Erle,nqter Abrantes er al, 2002

Massa ds clamidósporos ptoduzida Fr

Erlenmsyer de250 ml (fermentador)
3,82 g/Erleruneyer Vinagre,2003

Viabilidade media dos clamidóspros após

extracçâo

69§/" Franco, comrmica$o p€ssoal

Densidarle aparente do solo (Dap) 1,3 Fonrecido peIaDRAALG

Area do talHo 14,52íd Forneçido pela DRAALG

No de plantas portalhão 33 *

Ne de plantas a inoculrportal?üo *8

Profundidade de solo considerada para

cálçulos de quanridads de clamdóspoms

necessários por plama

0,20 m *

Distância ça6s linhas l,l m FornecidopelaDRAALG

Distância fftre plantas m linha Q4m Fornecido pekDRAÁLG

Areaporpl@ A,44fr' Fornecido pelaDP-AÂLG

Coe.fi ciente de segurança 0,4 ,B

'* Valores decididos únante o delineamento experimental do ensairo.

t* Denomina@atÍüutda nse trdbalhoaonúmerode clamidóWros pÍsentc em dagrama& massa

de çlasúdósporçs obtida aÉs exfiacÉo.

111



Ánexos

2. Cáleulos:

a) Massa dç solo a lnsçular por planta: Area por planta x profundidade x Da,p;

lt44Ag

b) Ne tohl de talhões inoculados: 2 modalidades (F e FB) * 4 repetições (talhões) x 1

esfufa:8

c) Quantidade de clamidósporos necessária (corrigida pela viabiüdade)

(clamidósporos/inoculação): 0f total de talhões inoculados (b)) x Ns de plantas a

insçular por talhão x Massa de solo a inoçular por planta (a) x nivel de inoculação) /

(Viabilidaddl00) : 5,3 lxl010 elamidósporos

d) Massa de clamidósporos necessária corrigida pela viabilidade (gramas de

clamidósporos/inoculação): Quantidade neçessária de çlamidosporos (ç)) / densidade

granular dos çlamidosporos:605 g

e) Massa de clamidósporos produzida por Erlenmeyer de 250 ml (fermentador):

Produção dç PçMR x Quantidade de meio cultura solido por Erlenmeyer / densidade

granular dss çtamidosporo§ : 3 o82 g/Erlenmeyer

Q Quantidade de Erlenmeyers (fermentadores) necessária (n" de Erlenmeyers/

inoculação): Quantidade neçessária de Ínassa dç clamidosporss (d» / Massa de

clamidosporos produzida por Erlenmeyer (e)) x (1 + çpçficiçntç de segurança) :164,71

Erlenmeyers
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ÂFIEXO Iil - Mçlos de cultura e supoüe

1. *Coru lfleal Agar" (C1I{A)

Por cada litro de agua destilada adiçionar:

t7 g de "€orn Meal Agar"

Levar à autoclave e distribuir por placas de Petri

2. Meio Semi-selectivo (MSS)

Por çada litro de água destilada adioisnar:

17 g de " Çorn meal agar " (CMA;

17,5 gde çloreto dç sódio

75 mg de " Rosç bengal "

Perfazer atérJ"15 L, autoclavar e adiçionar Çom os restantçs 0,25L çontendo:

3 ml de Triton X-100

50 mg de sulfato de estreptomiçina

50 mg de çloranfeniçol

50 mg de clorstetraçiçlina

37,5 mg de tiabendazol

37,5 mg de carbendazime

3. ftleio água-agar 0'0570 (WA)

Por cada litro de agua destilada adicionar:

0,5 g de agar

Levar à autoclave e distribuir por frascos MçCartnçy
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Anexss

AFIEXO IY - Tabelâs de dadm

Tabeta I - Densidade de PrÍrÍR no mlo em todas as análises duuadaq 1o ano. (eÍui g de solo reai§ =

valore aÍ;rçgtados x lffi ç.f.u / g de slo). Reçr. : nspeüSo dâ amális. Datas mrrcpudem a dam§

dc amostrapm.
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Ánexos

Tahta 2 - D€msidâde de PcMR na raia la ano. (c.f.u/ g & ran reais = valorm apre§ffiÍsdos x l0O0

c.f,u/ g de raiz). Rep. = Rrytição da conagem. Daürs enespndem a dmas de aÍno§hagsm.
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Ánexos

Tabela 3 - Densidade de outros frrngos no solo em todâs as aniálises €f€ctuadâ§, lq âno. (c.f.u/ g ds solo

reais: valores aFressúdos x 1000 c.f.u. / g de solo). Rsp. = R@i$o da análise. Datas correspndem a

datas ílç alriúÉlr-.rgeüL
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Anexos

Tahela 4 - Densidadc de ouüos firngos ua raia 2" ano- (c.f,uJ g de raiz rcais = valores apresoÍados x
1000 c.flu/ g de ratz). Rep, : Repetição da contagem" Dahs conespondem a datas de amosbagem,
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ÁRexos

Tabta S - Densidade de PgMR no solo em todss as análises Oectuadas, 2a anu (c.f.u/ g de solo rsi§ -
ralores ap1essÍúados x 10ffi c.f,u / S de soto). Rqr. = Repeti$o da anáIise. Datas correspondem adúas
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Anexos

Tabela 6 - Dcnsidade de PçMR na raiA 2o ano. (c.f,uJ S de raiz reais = valorcs apresentados x 1000

c.íuJ gderau), Bep, : Repetição da contagem, Datas conespondem a datas de amoshagpm'
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ÁRexos

Tahcla Z - Densidsde de ontros firngos no slo em todas as análises efetuaOas, 20 ano' (e.f.u/ g ds solo

rcais = val,ores apneseúados x lffi c.f.u. I g de mlo). Rep. = RryetiSo da adlise. Daas eoÍÍ§Fadeü a
dátá§ d§ ãtllr,ttré8§iii|.
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ÁRexss

Tahela t - Densidade de ounos firngos na raiz, 2o ano. (c.f-u/ g de rãiz reais = valorts apresetrados x

10ffi c.f,ul g de raiz). Rep. = RWti€o da conagem" Danas mnespndem a datas de amo§ftagea

hf,odelidadc TalMo &çp. rã ftÁ ?Íuld

B

B

B

BI

B1

B1

PI
w
P3

J

2
I

B

B

B

BE

92
82

P1

?2
P3

0
0
0

B

B

B

B3

83
B3

P1

P2

HI

0
0
1

B

B

B

84
84
84

P1

72
P3

3s0
300
325

FB

FB

FB

FB1

FBí
F81

P1

P2

P3

I
I
2

FB

FB

FB

FB2

FB,2

F82

P1

v2
P3

7

8

11

FB

FB

FB

FB3

FB3

F83

P1

P2

P3

I
1

0

FB

FB

FB

F84

FV
FA4

P1
D

P3

5

5

7

F

F

F

F1

F1

FÍ

PT

72
P3

1a

27
4l

F

F

F

F2

F2

F2

P1

n
P3

I
0
1

F

F

F

F3

F3

F3

P1
oô

PS

1

0
0

F

F

F

F4

F4

F1

P1

P2
P3

t

I
I

T
T
T

Tí
T1

T1

Pí
P2

P3

I
I
0

T
T
T

T2

T2
Í2

Pí
PE

Ft!

5
7
J

T
T
T

T3

T3

T3

P1

P2

P3

t
I
I

T
T
T

Í4
T4

T4

P1

P2
P3

2
1

0

xlll
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Tabela 9 - Irp de (ovosrj2 )tg onz de Metoidogne sp. e no ds ovo$massa de was de Meloidagne ry. (0-

significa qge não fia"ia ãas56* de wos) , lomo. Rq. = r€p€üÉo de mnagem (dados didoa pelo

trIl$ilütú de arúiedP e vidaJ.

lÉoduHdadç TaIhfro Ren, &vos + i2Í e de rair §tnucf m*.c§*deovns,

B
B
B

BI
BI
BI

cl
Ç2
C3

0
0
0

0

0
o

B
B
B

B2
92
B2

CI
c2
C3

0
0
0

0
0
0

B
B
B

B3
B3
B3

CI
c2
C3

0
0
o

o
0
o

B
B
B

84
84
B4

CI
c2
C3

o
o
0

o
o
0

FB
FB
FB

FBI
FBI
FBI

C1

e2
C3

0
0
0

0
0
0

FB
FB
FB

FB2
B2
FB2

C1
c2
c3

0
0
o

0
o
0

FB
FB
FB

FB3
FB3
FB3

CI
c2
C3

273

360
313

1i7
180

313

FB
FB
FB

FB4
FB4
FB4

CI
c2
C3

0
0

0

0
0

0

F
F
F

F1

FI
F1

C1

a
C3

0
o
0

0
0
0

F
F
F

F2
FZ.

F2

cl
c2
C3

0
0

0

0
o
0

F
F
F

F3
F3

F3

CI
c2
C3

867
640

2180

289
2t?
545

F
F
F

F4

F4

E4

CI
c2
c3

1420

1346

L713

284
673
235

T
T
T

TI
TI
TI

C1

u
c3

o
0

578

o
o

l16

T
T
T

T2
T2
T2

c1
c2
C3

o
0
0

o
o
0

T
T
T

T3
T3
T3

CI
C2
C3

o
0
0

0
o
o

T
T
T

T4
T4
T4

CI
c2
Ç3

0
0

o

0
o
0

xlv



Ánexos

Tabela l0 - hF de (erosrj2yg miz & Metaidogme sp. e n" de svodmassa de ovos de Meloidqgme ry.
(g*ignifim qqe ffio' havdúrssas de wos) , T M. Rep. : repetiÉo de aoatagsm (dados edidos pelo

Iüsi.ituio de alúiette e virla).

tldodalidade Talhãs Bep, flsm+ Í2Í s ds rafu dsovns

B

B

B

B1

B1

BI

cl
er2

cÍt

0

0

o

0

0
o

B

B

B

82

B2

92

cl
c2
c3

o

0
o

0

0

0

B

B

B

B8
gl
83

cí
c2
c3

0
0

0

o
o
0

B

B

B

B4

94

M

el

e3

o
o

o

0
o

o

FB

FB

FB

FB1

FB1

FBí

c1

c2
c3

0

o

o

o
o

o

FB

FB

FB

FA2

FB2

F82

c1
c2
c3

o
0

o

o
0

o

FB

FB

FB

FB8

FB'}

F93

c1

c2
c3

0

0

0

0

o

0

FB

FB

FB

F84

FM
F84

c1

c2
c3

0

0

o

o

0

0

F

F

F

F1

F1

F1

c1

c2
c3

0

o
o

0

o

0

F

F

F

F2

F2

F2

cl
02
c3

o

0
o

0

0
o

F

F

F

F3

F3

F3

cí
Ç2

es

o

o

o

o
o

o

F

F

F

F4

F4

F4

c1

e2
H

EÃ

68
312

'!4§

135

?8s

T
T
T

Tt
T1

Tí

ct
c2
c3

ffi
324m
3X'mO

N
171

185

T

T

T

T2

Í2
T2

c1

c2
c3

o

o
0

o
0

o

T
T

T

11|

T3

T3

c1

c2
o

o
o

o

0

0

T

T

T

Í4
T4

T4

cl
c2
ffi

59ô

0

588

fr4
369
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Fig. 1. Temp.tua do solo medida a lOcm dÊ profundidade. lo ano.

Fig 2. Temperatura do mlo medida a l(hm de profundidade. 2o ano.
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AFTEXO Y- Tratamcnto estâtfutico

N@ As datas afesetradas nas tahlas mmespondm a datas de amostrâgem & solo ou aü

l. Estatírtica descritiva

Lí. Médias e erro padrÍto cla média de densidadss de PcIvIR. no solo (c.f.ul g de solo reais = valors
ÍWntados x 10ffic.f.u /gde solo). (loam).

Modnlidndc !6JHL2{ND {H=r0=2rN}2 
'9-t{L2{mÊ 

tllt"z{Hxl 3iJUt-_XHl3 tSdB-2{H}3

Médie 0,00 23,9'2 tJJ4 2l2l 2t,63 41,4$ 29.$7

F Erro
Padrão da

média
o,m 7,63 0,40 2,78 6,6 3,22 2,16

Iv[&tia 0,00 16,92 3,13 27,W 13,29 35,67 23,48

FB EÍro
Padrão da

média
0,00 1.62 1,06 5,55 1,23 2,1E l,6l

Media 0,00 0,m 0,m 0,m 0,m 0,00 0,m

B Erro
Púfu&

média
0,m 0,m 0,m 0,m 0,m 0,00 0,00

Média 0,00 o,oo a,29 0,m o,o0 o,@ 0,m

T Erro
Fadrão da

média
0,00 o,ffi 0,29 o,m 0,0o o,ffi o,ffi

1.2 Medias e erro pdrão da media de demidades de Pc,lvIR no solo (c.f.u/ g de solo r@is = valores

reeÍffintados x lffi c.f.u. / g de solo). (2" ano)

Modelidndc l3=11.2{m r}llJlmg 20=m"AH}{ l}EJ}}.?lX}.{ r?"{F-2íHt{ 22d}Ç28íH

Médiâ 10"42 5.7t 3725 5421 52,0ü 55"13 36"83

F Em
PadÍão da

mflia
2,& 0.72 2,§ 3,ffi 7,45 3,75 4,15

IvíAlia L,25 t5.2t 34"67 74,83 6,21 72.92 25.42

FB EÍro
Pa&Íloda

média
0,54 l,EI 4,40 E,54 10,14 5,59 2,E3

B

Mffia O,0O 0,00 0,m 0,m 0,00 0,m 0,m
ErFo

Pa&âo&
média

0,m 0,m 0,00 0,m 0,00 0,m 0,00

Mé&a 0,00 0,00 0,00 0,m 0,m 0,00 0,00

T

xvlt

EÍro
Padrão da

médis
o,0o 0,0o o,0o 0,00 0"0o 0,0 o,ffi
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1.3. Mdias e erro padrão dâ mdiâ & d€asidâds ds P€üvIR na miz (c.f.u./ g de miz reâis - valores

repesenados x lffi c.f,u. lgderaiz). (l"mo).

Mdaltdcde Médh ErrcFadrfieda
méda

F 32,59 7,16

FB 96,t7 33.93

B o,m o,m
T 0-oo O,íNNI

1.4. hiíátias e erro padrão da mâia ds d€msiddes ds PoÀ,IR naruiz (c.tu/ g de raiz rais = valores

re,presflado§ x 10ffi c.f.u / g ds raiz). (P mo).

Modaltdade Médla
Erro Pcdrão da

médla

F 0,96 o,Lez

0.17FB 0.071

B o,M 0,042

T 0,00 o"{xa

f.S.Medias e erro padÉo da média de densidades de outros fungos no solo (c.f.u.i g de mlo reais =
valores Í€presentados x 1000 c.f.u. / g de ouúos fimgos). (1" ano)

Mdgltdsde iê{HLríHt2 {FilFãX}z rlr$-ãxl2 11-Ít-2{x}:Ê 3t..tr3-2{X}3 t+{Brml
Msdia 2.52 0-82 0.34 0.79 1,4) 2.30 0.30

F Erm
Padrão da
dia

1,42 0,67 t,zl L,96 15,79 U,38 9,08

Ivíâlia 0,ffi 0"18 0,43 0,59 3,M 3.85 2.09

FB Erro
kddlo da

mtriâ
4,71 0.50 2.m 5,46 22,ÜO 23,33 13,88

Mtria 226 0,21 0,50 l,0l {«} 2,60 l,lE

B Errc
Paddo&

média
6§7 1,54 7,00 9,96 t6,04 ll,2l 17,54

Mflia 2§7 0,26 2,53 1,72 2A3 !,7E 4,76

T Erro
Padrâo&

rnédia
2,52 A,82 0,34 A,79 1,43 2,30 O,3o

xYlll
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1.6. N[&lias e emo padrâo da média ds d€asidâds de orm ftrngos no solo (c.f.u/ g de sols reais -
valores re[rsemdos x lCIffi c.fu / g de orrros fimgm). (2o mo)

MdBlidB& rgll-zfrx} l&11-ãNt0 ffi#,20s4 t04sm4 t 2íz{tçffi
Média 3.42 10.71 3,58 4,75 t4,2t 21.üt 22.4ô

F Eno
Pâdrão dâ

uüflia
0,58 1,49 0,69 0,56 2,2fr 4,77 2,85

Iv!átia 2,58 4,17 2,M 9,08 \4,M 19,63 n33
FB Erro

PadÍão da
média

0,53 0,66 0,61 2,92 2,6 6,34 4,22

M6dia 5,25 7,59 5,54 42,21 ll 32§4 25,75

B Erro
Padrão&

médiâ
1,09 1,79 2,52 15,E6 3,89 13,E3 6,73

Média 15,96 L6,% 4,54 1,92 13,29 22,79 32,42

T Erro
Padrão&

^ÁÀ;^
2,55 4,80 l,s 0,99 3,2O 3,96 8,34

1.7. Medias e ero padrâo da média de densidades de outros Arngos na raiz (c.f.u./ g & raiz reais : valores

representados x 10ffi c.f.u. / g de raiz). (1" ano).

Modaltdade Médla
Erro Fndr€o da

nnédla

F 7,96 1q5

FB 3-88 L.M

B 81,75 42,46

T t7< 0,65

1.& Medias e emo paúão da mdia de dsnsidads de outros fungos na raiz (cf.u/ g ds râiz Íais : valores

repÍesenüdos x 10ffi c.f.u 1g de raiz). (2" ano).

Modaltdade Médta
ErmBadrfio ds

médla

F 7,38 1,28

FB 7,E3 t.v
B 3t2,50 69,38

T ?4,63 I' AÂ

xix
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2. An.álise de variância, anátise multivariadaa Teste do l*vçne e testes oposÍ hoco'

2.1. Tffie de l.wene de homogeilsidâde das varifuciaq Pc'folR no solq lo ano

I!a.Íâ de
amocúmsem

df §ie

1649-2{m2 44
0&1G2002 3.9t il& 0.014

,r-tqr@, , ,:.r.999 ,=-"*
tt-11-2ffi2 17,& M 0,000

22"25 M

F

2,LO3-2ffi3

3l{3-2m3 21,39 M 0.m0

i5{5-2ô03 13,23 11 0.0w

2.2. Teste Ta nhane's T2 - Tde ds comp@o de m#ias PcfvíR no mlq lo ano. (c.tu/ g de solo reais
: valores represeúados x 1000 c.f.u / gds solo

. alrbsmpo ryqqrp(c.füJStlosolo)
Manove-lçde de Tamheuçunt- Populuçárr de PcltIB -no xüo Mtddldsdç N

2

0.000

1 a

B t2 0,00
T t2

1649-2002
FB t2 0,00

F t2 0"m
B l2 0,m
T 12 0,m

0&10-2m2
FB 12 t6,92

F 12 23,92 23"v2

B t2 0.00

T 12 0,29
29-t0-2W2

F 12 l,o4
FB t2 3"13

B L2 0,00

12 0,m
tL-tt-2w2

T
F L2 2t.2t

FB 12 27,@
L2B

T t2 0,00
2443-züOt

FB t2 13,29

F t2 21.62

B t2 0,00

T t2
3143-2003

FB t2 35-67

F t2 41.6
B t2 0

T t2
l§-05-2003

EB t2 23-08

c- nito homogcncidada das larianças ds acüdo csm o t§sts dc -Lsl'cnc

F t2

0

29-67

xx

a - baseado oas msdias obsenradas

b ' A diferenp da media é signifidira a O,05
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2..L Tese de Levene de homogeneidade das vananciag PcMR no solq 2o ano

Ilata de
süoffiÀm ü §is;F

l3.llaü13 17,A37 44 0,@)

ts-tt-1ffi3 37,693 M 0,(xlo

zuoz-zffi4 12,411 M o000
o8$3-2fi)4 39,4y7 M 0,0m

to{s"tüt4 Ll'9E5 44 0,0m
tza5-zpmp- 25"917 M 0.000

y246-20§4 18,956 44 0,m
rn .os.

2.4. Teste Tanhme s ?2 - Tde de mmpara$o de meias, PoMR no slo, 2o ano. (c.f.u/ g de solo reais

= valoresrepreseúadm x 1000 c.f.u / gde solo

Subgmpo mídta (c.[,uJg do eolo]

Nlanrrva-t+$ç de T$mhraneue'- Popuiaçâo de PçMR no srüo tuIoilalldade N
2 J1

B 12 0,m
T L2 0,00

l3-l l-2003
FB 12 L,25

F t2 10,42

B 12 0,00

T L2 0,00
l9-l l-2fi)3 Its 12 5,71

F L2 r52l
B 12 0,00

T t2 0"00
204.2-2W4

FB 12 34,67

F l2 3725
ts 12 0,00

T lz 0"00
08{}3-2ü,4

FB 12 54,2t

F L2 74.E3

B t2 0,00

T 12 0,m
l0{5-2Íx}4

FB 72 52,08

F 12 66,21

B 12 0,00

T 12 0,00
l7{}5-2fl}4

Fts t2 55,13

F t2 72^gZ

B 12 0,00

T L2 0,m22sm4
FB 12 2sA2

c- não homogeneidade das vrimgs de acordo aomotestede Leve'ne

F t2 36.E3

)aü

a- ba*çado nas medias observodas

b - A difcaça da media é sipifietiva a 0,05
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2§ Tesúe t-§tud€nt para comparago dê mediâs d€ PeÀ4R - método das amoSras emparelhadas lo ano

Modalidade F. (c.f,u./ g de solo reais : valores reemmAoc x 10ffi c.f.u. / g de solo)

Amosúâs emperdhedos

Itfiáüa
. Erro

I,EÊYM
DAtIrA0

InGIIA

Interralo de
couffiama95o/o

inferior spcrtor

t tr §ig.

t@9-20ff2 -08-10*2002 -23,917 26,44? 7,633 40.,?18 :7,116 -3,133 tl o,ol0

08-10-2002 -29-rc-2tr2 22,§15 7Ã,746 1,721 5,881 39,869 2,963 I I 0,013

29-tO-20A2 - 11-11-2m2 -20,L67 10,356 2,989 a6,76 -13,587 4,76 11 O,W

t1-11-2002 -24{3-2m3 -,411 21,285 7,876 -17J52 16,919 -,053 11 0,959

2443-2N3 - 31{3-2003 -19,833 22,179 6,403 '33,925 -5,74L -3,098 11 0,010

31-03-2003 - 1545-2003 11,792 12,n4 3,543 3,993 19,590 3,328 ll 0,007

16{9-2002 -29-10-2m2 -1"042 1,373 396 -1'914 1169 -2,629 ll 0'023

29-t0-2W2 -2443-2W3 -20.5E3 22"545 6,508 -34,9ü8 {,259 -3,163 ll 0"m9

2rm3-2003 - 15{5-2003 {,042 23,863 6,889 -23,203 7,t2A -1,167 ll 0.268

08-10-2002 - 1l-11-2002 2.708 25,5?5 7-383 -13,541 18,958 ,?67 1l O,72I

tt-lt-2ffiz - 3143-2003 A0,2fi 16,149 4,(Ã2 -30,511 -9,989 -4,344 l1 0,001

2.6. Te.ste t-student para compara€o de medias de PCMR- método das amosúas emprelhadas. l" ano

Mdalidade FB. (c.f.u/ g de solo reais = valores r€pre§snÍafu x 10ffi c.f.u. / g de solo)

Amo§trâ§ empardhadas

Intenalo de t df Sig.

Médiâ
IDsYio
padrão

Erro
padrâo

da unÉdia

%o/o

infcrior wperior

l64y2oo-2 -Q8-IU2({2 -16,,917 5,629 1,625 -20,4v3, -13,341 -18,4!2 !! 0,000

08-10-2m2 -29-lO-2W2 13,792 7,4,@ 2,154 9,052 18,532 6,404 ll 0,000

29-10-2002 - 11-11-2m2 -23,875 19,088 5,510 -36,m3 -11,747 4,333 11 0,001

l1-11-2m2 - 2443-2003 13,708 19,757 5,?03 1,155 26,261 2,4A4 11 0,035

2443-2Cp.3 - 31{3-2003 -22,375 11,788 3,403 -29,865 -14,885 4,575 1l 0,0Úo

3t-o3-2003 - 1545-2m3 12,583 14,145 4,083 3,5% 21,571 3,082 ll 0,010

I649-20t2 -29-lü-2ffi2 -3,125 3,69 1,059 -5,456 -,794 -2,951 t l 0,013

29-10-20ü2 - 24{3-20ü3 -10,167 6,617 t,910 -\4,371 -5,962 -5,322 l1 0,(m
2443-2ffi3 - 15{5-2003 -9,792 5,798 1,674 -L3,475 {,108 -5,851 11 0,000

08-10-2002 - 11-ll-2002 -10,083 23,0M 6,652 -24,125 4,558 -1,516 11 0,158

1l-11-2002 - 31{3-2003 -8.667 25"771 ?,439 -25,041 7"70E -1,165 11 8,26

xxl1
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2.7. Teste t-StudenÍ parâ aompâra$o de médiasde PCLÍR - métú das amostras mparelhadas 2a aao

Modalidade F. (c.f.ul g de solo reais : rlalore§ rry§sTtado§ x lffi c.fu I g de mlo)

Âmostrüs empâdhádrul

rlesvio Erro
DA(tral}-úrao i ,..meolil

Intervalo de
couÍiaaca95%

t df §is
Media

inferbr sl|çrior

13-ll-2(!03 - ttril-2fr)3 4,708 8,540 2,465 -,719 lo,l34 l,9lo ll 0"083

19-11-2003 -2Ã42-?M -31,542 11,887 3A3l -39,ü!1 43,989 -9,192 11 0,m
2042-2ml- -0843-2004 -16,958 13,890 4,010 aSJu 3,133 4229 ll 0,001

06{3-2m4 - 10{5-2m4 2,125 35,924 10,3?0 -20,7m 24,9í) Ê05 ll 0,t41

1045-2004 - 1745-2004 -3"M2 n{rB 6,069 -16,39 10,316 -,501 ll 0§7-6

17.o5-2W4 -22&Affi4 $2e2 24,ffi 7Jn 2,621 33,%2 2,569 ll 0,026

13-11-2m3-20{2-2fr}1 -26"&33 18259 5271 -38,434 -15232 -5"091 11 0.0tx)

2A42Am4- - 10{5-2m4 -14,833 26J67 7Jn -31,840 2,174 4"»A ll 0,081

10{5-2004 -2246J:00É. l5rs0 36,076 10í14 -7,672 38,172 1,464 11 0,171

19-l 1-2003 - 08-03-2004 -48,500 14-558 4231 -57§13 -39,187 -11,492. ll 0,000

08{3-20@ -17ô5,:004 -,e17 21,s10 6209 -14,583 12,750 -,1.18 I I 0,885

2.E Teste t-Stud€nt pata compâraÉo de médias de PcMR - método das amostras ernparelhadas. 2P ano .

Ivíodalidde FB. (c.f.u/ g de solo reais : valore r€,Púe§entafu x l0ü) c.f.u. / g de solo)

Âmo§trs§ empadhados

Mtria Desvio
padrão

Erno
padrão da

mffia

Intervalo de
coafiança %Ys_ t df §ie.

iderior iderior

l3-11-2003-19-ll-2003 -13,95t 5,754 ,,t61 -17,614 -1O,3{E {,403 ll 0,{m0

l9-n-2003-20-o2-2aa4 -19,458 18,529 5,349 -31,231 -7,685 -3,638 ll 0,004

20-02-2m4{843-2004 10,167 18,423 5,318 -51,872 -2E,461 :7,552 11 0,m0

m43-2m4-1045-2m4 8,625 31,763 9,169 -11,556 28,8ffi ,941 ll A367

10{5-2004-1745-2ffi4 4,708 40,144 11,589 -32,215 19,798 -,579 1l 0,574

1745-2004 -2256-2004 47,5W 18,559 5,358 35,708 59,292 8,866 ll 0,m
t3-u-2003-20{2-2004 -33.417 15,870 4,5E1 43,5m -23,333 -7294 1l 0,m
2042am4,-10-05-2m4 41.542 26.E20 7.742 4E.583 -14.501 4.Ü74 ll 0.m2

10.05-2m4 .22{6-2004 40,792 38,152 11,014 16,551 65,032 3,704 ll o,m3

l9-tr-2003{t{3-2004 -59,625 32,593 9,489 -E0,333 -38,917 -6,337 11 0,000

o8{3r004-17ô5a0a4 \917 21.523 6,213 -11,758 15,591 ,308 11 0,763

x)üir
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?-9. Teste t-§trldent pra ompraSo de medias de Pc&íR - método das amosras empartlhadas enÍne

valores da arálise ffnal do Frimeiro ano e os ralorres da Fimeim a málise do 2o mo . M&lidade F
(c.f,uJ g, dÉ solo rçais - valorçs reprqÉôillêrlra x 1000 c.f.u- / g de xÍo)

Âmo$ras emparelhadas

Médiâ
Esvio
padrão

Emo
padriio

da mádia

Inúenalo de
csafrança95%

t tr Sig.

15-05-2003 - 13-ll'2003 36"83 14"38 4"15

ffieriaf,

27.70

infirrir
45,97 8,87 Il 0"000

à10. Teste t-Stud€nt çaÍa somptraso de mâias de PsnvIR - metodo das amosfias emlerelhadas ente
mlore da amáli* M do Efureiro ãro e os mlss da Eireim a dlise do P mo . Modalidade FB
(c.f u./ g dc solo r-cais = l-alorcs rcprcscnÍacÍos x 1000 c.f u. / g rCb sslo)

Amrxtras emparelhades

Médiâ
Ilesvio
padrão

Enr
padrüo

da média

Inúervslo de
eonfrança957o

t df Sig.

15{5-2003 - 13-11-2003 25,42 9,80 ?.83

lnferior

19,19

inferior

31,64 8,98 11 0,0m

2.11. Teste t-Stud€nt pra comparago de médias de PcMR - método das amostms emparelhadas entre lo

anoeTano.MdalidadeF(c.fu/gdesoloreais=valoresrepresenodosx1000c.f,u.lgdesolo)

Âmostras empare{hadas

Médiâ Decvio
padrão

Erro
padrão

damédia

Intcrvalo de
comÍiança957o

t ü §ig.

inferior iderior

l6-4,9-2{Yr2 - l3-ll-2fr)3 10.42 9.69 2,80 4,26 16,57 3"72 I I 0,003

29-IO-2W2-2A42-2W4 36.2t 10,23 2,95 29,71 42,71 12,26 ll 0,(x)0

2443-2W3 - 10-05-2004 30"46 40.93 1t,82 4,45 5{;,4; 2"58 tt 0,02G

r5-05-2m3 - 22-06-?004 7.17 14,13 4-08 -1.81 16"14 1"76 1l 0.107

LlÀ Tste t-§tudmt pra mmpra$o & mtrias de Psh/ÍR - método das amostras empaÍêlhadãs effie la

anoe2omo.MdalidadeFB(c.f.u/gdesoloreais=valoresrffi€,úafuxl(ffic.f,u/gdesolo)

Amostras emparcúhadas

Mêdiâ D6viD
padrão

Em
padrão

damédia

Irtervalo de
coffiança95%o

inferior idedor

t df §ig.

1ffi9-2fi)2 - 13-ll-2003 t.zs 1.86 0,54 0,07 2,43 2.32 ll 0.040

29-lo-?:0tr2-20{t2-Z04d 31"54 16,20 4,68 21,25 41,84 6.74 ll 0,m
24-A3-2AA3 - 10-05-2004 52-92 37.út 1ú-68 29-$ 7t'.13 1"95 1l 0,{.(rÜ

15-05-2003 -2246-2W4 2.33 10.01 2.89 -4,02 8.69

xxlv
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Z.tli. Te.stE de Lwene de homogeneidade das variáneias de PcMR naraizrtodas as mdalidadeg ['' ano

Ânátise F' tr §is
PcMR 15.4 M 0.0ü0

2.14. Tese Tamharie 3 12 - Tffie "post-húg' de compaação de médias de PclvlR ra aiz, l" aflo

Manova.testedeTamhare#.PcMRnaralz Modaffdade
Bubgrupo- n*dlc (c,fluJg de nah)

2
N

I
B 12 0

T 12 0
PcMR

FB t2 96,t7 96,17

F 12 32,58

a - baseado nas medias observadm

b - a difcrcnça da mcdia c sígnificariva a 0,05

c- não iglraldade das rnriansas de Rcordo com o teste de I nvene

2.t5. Teste rie -Lxvene de homogeneidade das variancias tie PchiR íLarâ14 tôdãs as modalidadeg 2" an:

L 
-Zi:-- 

Ír!.flittttE .E
ift É.:-urz §rg.

PcMR 19,50 44 0,000

2.tú. TÉsrê Tamh,ane's T2 - Teste "poí-hoc' tie comparação de médias de PcIvlR íaÍaiz,2'-'ano

tubgn+c}-uÉlia (çÊuJe ds reh)
lllanova-tesÍr dc Tamhane4'- FcIlÍR na ralz It{odatidade N t 2 3

B t2 0.00

T t2 o-m
PcMR

FB l2 o.t7 0.17

F 12 0.96

a - haeado nas medias ohseruadas

b - a difsr€ne da mcdia c sipificari!:a a 0,1 5

c- nlto ignaldade das variaaças de aso(do aom a te,stê de Lêüene

xxv
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2.17. Tde-t Stu&nt para comparaÉo ds medias de PefuíR - método médias eryarelhadas ( effie le ano

Âmostrâs empardhadas

Ilevio Erro
Deflrao

INEEâ

Iuüervalo de t df §ig.
m%N[&üa

inferior iaferior

15-05-2003 -224QM4 ?t.6? ,tt llt z n-ô t6.15 16,?0 1,5t il o.oo!

2.1& Teste-t Strdem pm coüprâÉo de mdias de PcfvÍR - método médiâs erryarelhadas ( etÍrc lo aao

e2:ano).MdalidadeFB(c.f.u/g&raizrais=valorereprMadosxlffic-f.u/gderaiz)

Amostras empatdhadas

Médiâ Ilesvio
padrão

Erro
padrão

damédia

Intervalo de
5% t ü §ig,

irfcrior inferior

15-05-2003 -2246-2W4 Í,6 00 !17 61 11-96 21.2.6 ll0"74 2.8? tl 0.016

2.19. Teste de Levene de homogeneidade das variâncias outros fungos no wlo, todas as modalidadeg I'
ano

Amálise F df §ig,

lG09-2002 z,to M 0.1 14

08-10-2002 e,99 M o,mo

29-rcA00.2 fi31 44 o"m
ll-ll-2m2 15,04 44 0,m
1045-20ü{ rc,26 14 0,000

31-03-2003 1,91 M 0,133

15-{r5-2üu3 11,06 ;t4 u,lxx,
Horcgeneidade de variâncias quando o dvel de simificância ê srpsrim a 0.05.

xxvl
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2.2u Análise multivanad4 out'os fungos no solq todas as mdalidadeq lo ano

Tde s Betuen-"§uhists EffÉt§'

FoEE VariáYeldefndeme
TlpoItrsoma drp df médilrao

auadrado
F §ig;

1ffi9-2W2* 363,77 3 12t26 2.50 o-072*

0E-10-2002 5&EE 3 19,63 8,06 0.m
29-rcAffiz 2@§4 3 86,68 3,39 0,026

Modelo
çomgdo

ll-11-2002t 392,89 3 130,96 2,75 0,054*

2443-2W3* 709.E8 3 236,63 1,92 0.141*

3143-2m3 1431,85 3 477,28 5,29 0,m3
1545-2{»3 1455.79 ? §5,26 5.68 0.m2

l6{9*2m2 363,77 3 121,26 2,50 0,072

o§-10-2002 58,88 3 !9,63 8,q6 q,@
29-tO-2W2 ?§,M 3 86,68 3,39 0,026

Mdalidade tt-tt-z?tr} 3v2,89 3 130,96 2.75 0,054

24{3-2003 709,88 3 236,63 1,92 0,141

la7,L3

Erro

29-10.2ffi2
11-11-2m2

1125,M 44

fu4 47,%

2443-2ffi3
3143-2m3 3971,63

M 123,36

9íJ,26

5427

15{5-2m3 3761,88 44

3,25 481ffi-2m2
08-10-2002 274,W 48

29-rc-2@/2 1817,50 48

Total r r-ll-2m2 3976"25 48

24431003 18812,50 4t
I l-{ri-züul 2586-i,5,ü 48

15-05-2003 10851,00 48
í Nivel de si+ificància urperic a ú.05. Nao existem diferenças sipgrificativas

2.21. Teste Duncan - Teste *post-hoc"de comparação de medias dos outros flrngos no solo, todas as

mdalidadeso loalro

subgnrPo
Modatidade N -ffi

B L? 11"21
3l-03-2003

T t2 23.33

FB L2 23.67

Ft2 24.38
Nivel de eigniÍicôrci& dê 0,05
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2.22. Teste Tamhane's f2 - Teste @-hm" e mmpara€o dÊ médias de oumos fungos no mlo' tdas as

modalidades, lo amo

&bgree-Mb(e.[,uJgdf ú)
Mamva{Êde.ls TamhneÉ"-

ddÍosfiúogo*@se Modaüftlade N
324

B 12 o,$
1,54

3,29

t2

12

T

F

1,54
0s-10-2m2

B 12 l,2l
29-14-2W2 79T

FB
72

2,m
F

T 12 17,54 17,54

7t2
t2

1545-2m3 FB 12 9,08 9,m
t
l' 12 Z,E3

a - basedo nas medias observadas

b - A drfçreae damdia é dglfiodiva a4,05

o- nâo igualdado das vmianlas de aeixdo com o tesle Lovono

2.23. Teste de Lflene de homogeneidade das variâncias outros fungo§ tro solo, todas as msdalidades, 2e

ano

Análise F df §ic,

13-11-2()03 10-20565 44 o^0{x}

l9-ll-2m3 4.ff72m9 u 0.m5

2A42-2M4 4"62394 44 o.007

08{3.2m{ 23,12069 M 0.000

10-05-2004 t,378521 44 o.262

l7-0s-2m4 \263163 44 o299

22Ju6-2iw1 10476 44
variâncias qunado o nive,l de é strÍr«ictr a 0.05.
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2.?:4 Análise multivariada srffi'o§ fungo§ no solq t«la§ a§ mdâlidâd§§? 2n aflo

TdB(. EffcÊtss

Fonúe Variáveldependenúe mmadoç df nédiaeo
quedrado

F §ie

13-11-2003

r9-ll-2m3 10ú144 3 354,t1 4.09 0,0r

2042-2üÜ4e 62^@ 3 20.E7 0.74 0-548

0843-2004 1r119í3 3 37M,48 4,73 0,01

l0{5-2m4Ê 45"31 3 15,10 0,13 0,94*

1745-2m48 1077"m 3 359,03 0.44 AJ2*

13E6,06 3 462,02 18"53 0,m

Mdelocorrigido

2246-2üM8 6t9.6t 3 206,56 0"49 0"69s

r3.1r-2m3 1386"ffi 3 462.A2 18.53 0.00

19-11-2003 J I
2042-2m4 62-@ 3 20,87 o.74 0.54

Modatidâde 0843-2m4 11119.43 3 3706,48 4"73 0"01

l0-05-2m4 45.31 3 15,10 0"13 0.94

774/5affi4 1077"08 3 359,03 o-44 0.72

22-ü64W4 619.68 3 2M,56 0"49 0.69

13-1 1-2003 9344

19-ll-2m3 3813,04 M ffi.«
20{.2-2004 1247"§ 44 28,35

ErÍo 0843-2m4 34494.31 44 783,96

10{5-2004 4924.94 44 111,91

1745-20nd- 35615.08 44 809,43

22ffi-2C0É- 18591,56 M 422,54

l3-11-2m3 4703.15 48

19-1 1-2003 9538.50 48

2042-2ffi4 20vJ.25 48

Total 08{3-2m4 48

4t1045-2m4 I
17,05-2004 258t 3,50 48

22ffi'2m4 108s1 48
* Nivel de

2.25. Têste Tanhane s 72 - Teste "pst-hoc' de comparaçao de médias de outros fungos no §olo, 2'' ano

tuhfgrspo - !B&k (c.Ê*"tg tiê s&)
Mmova-@rle Tamhaneer

offifugcnordo Modsüdsds N I , 3

B t2 5"25

T
FB

t2 %
l3-ll-2m3

l9-11-2m3

2,58

t2
12

F

T
FB

3

7

12 16,96

4,17

F L2

B t2 42,21

T t2 7,92

FB 12 9,080843-2m4

T 12 1,13

10,71
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â - br»@& fas modias obsertadãs

b . A dtfçrqça da mdia é sigtifiçdiva a 0'05

o- não igual&do das vriaops de a§cdo §om oteste Lsvelo

?-26. Teste t-studsnt pra mmparaÉo de medias de outros fung§ - método médias emparclhadã§ (le ano

e 29 ano ). Mdafiee B (c.f.u/ g de solo rais = valorm r€Fe€rltadm x 1000 c.f.u / g de solo)

Ámostrás empârdhâdâ§

D--"p ,mPaorao ú méaia

Interralo dc t df §is.
Média

95o/o

inferior sperior

rc-9-2m2-0E-10-2002 4.21 804 2.32 -0-90 9.32 I.El ll 0.017

0&1G2002 - 29-10-2002 -1,50 t.2t 0,35 a.27 {,73 4,31 ll 0,001

2%to-2w2- r1-11-2m2 18 11

ll-ll-2002 - 2443-2W3 -16,54 17"38 5,02 -21.59 -5.50 -3,30 ll 0.m7

2443-2ffi3 - 3143-2003 -1 19 7

31-03-2003 - 1545-2m3 9.46 9,87 2,85 3,19 15,73 3,32 ll 0,007

75611

1545-2003 - 13-l l-2003 8,63 4"15 LzA 5.99 11"26 7,20 11 0.mo

l3-11-2003 - l9-11-2003 -2"33 3.3r 0.16 4-M 4.23 -2"44 lt 0.033

19-11-2003 -2042-2001 2,04 7.98 2,30 -3.03 7,11 0,89 11 0.395

20.o2.2üO4-08{3-2004 -36,67 52"33 15,11 49.92 -3,42 -2,43 11 0,034

o843-2004 - 10{5-2004 30"46 43,73 12.62 2,68 58,24 2,41 I I 0,034

10-05-20@ - 1745-2ml -2029 Í),93 M"7A -52,65 l2,VI -1,38 ll 0,195

t 7-1,r5-2W.t - 22-l.]1i-2t'lU1 6.29 59.UU I /.UJ -31-19 +J. /ô U.J / 11 0-719

?-27. Teste-t §tudflú pra compara@o de mffias de oufus ftrngm - método médias (lo ano

e 20 aao ). Modafidnfu FB (c.f.u/ g & slo rmis: valoÍ§ rgffido§ x l0@ c.f.u / g ds wlo)

Amostrâs empatdhadas

Ilesvio
padúo

Erm
patuâo

damédia

Intcrvalo de t df §tg.
957o

Nf,&Iia
inferior inferior

16-9-2002-08-10-2002 0,75 2.55 o,73 -0.87 2"31 l,O2 ll 8"329

0&10-2002 -29-10-2002 4.54 1.51 0"44 -1-50 0"42 -r.24 ll 0241

29-lO-2W2- ll-11-2m2 4"75 2-86 0"83 1-O7 {"91 11 0.384

ll-11-2002 -24{3-2W3 -13.83 12.36 3.57 -21-69 -5.98 -3.88 11 0.003

2443-2003 - 31{3-2003 -8.5t 9-59 2.77 -14-6r A.49 -3.10 11 0.010

3r-03-2m3 - 1545-2003 15"29 9,6E 2.79 9,14 21,44 5,47 lI 0,0{x)

15{5-2003 - 13-11-2003 6.50 8.28 2.39 1.24 lt-76 2-72 11 0.020

r3-ll-2m3 - 19-lr-2m3 -1,58 0.86 -3.48 03r -1.84 lt 0.093L98
19-11-2003 -20{.2-20mÉ. t"7l 1,90 0,55 0,50 2,92 3,11 11 0,010

2042-2m4. -08{3-2m4 6.63 11"53 3-33 -13.95 0"70 -1,99 ll 0,072

08{3-2004 - l0{5-20ül 4.96 2.38 -10-20 0.28 -2.088-24 1l 0"061

1045-2004 - 1745-2m4 -5.58 23-82 6.88 -20.72 9.55 4,81 l1 0"434

L745-2W1 - 22:{}o:2{tJ1 :7.71 19.23 5.55 -t9.92. 4.51 -1,39

§o(

11 0,192
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2.28. T65tre-t student para comparago dÊ m&iâs de outnos fungos - método médias emparelhadas ( entre

lo mo e 2o mo ). Moôafidade n (c.f.ul g ae solo reais: ralorç rry*en&dos x l0ü0 c.fu. I g de solo)

Àmostros emBardhadns

Média Dqry ,*ffi
PadriÍro oa meai"

Intcrralo dc
mufianÇa957o

inferior iuferior

t df §ig'

I6-9-2QO2-08-10200/2 5,63 8,61 2,50 o,l3 ll,l2 2,25 t I 0,016

0&l&2002 - 29-1G20{» l,í) 3"29 {.59 3.59 1.58 ll 0.142

29F10-2W2-11-ll-2{fr2 -3,13 3,57 1,03 -5,40 {,E5 -3,03 11 0,oll

1l-l t-2002 - 2443-2003 4.25 5,41 1,56 -9.69 -2.81 4"m 1l 0"m2

24{3-2003 - 3143-2003 -12.50 11,70 3,38 -19.93 -5"47 -3.70 11 0.003

31-03-2003 - 15-05-2m3 20,83 7,50 t6 rc,47 9,62 1l 0,000

1545-2m3 - 13-11-2003 {,58 2.52 o"73 -2.t9 1"02 +80 11 0.440

l3-11-2m3-19-11-2m3 :7.29 6,24 1,80 -1t"26 -3,33 4,05 1l 0.m2

19-11-2003-2042-2Wí 7.13 6-47 1.87 3.01 3.81 1l 0.003

2042-2ffi44843-2004 -1,17 t-99 0,58 -2.43 0.10 -2.03 11 0.067

0843-2004-1045-2004 -9,46 8"03 2,32 -14,56 4,36 4,08 I I 0,002

10-05-2004-1745-2004 :7,67 14,59 -16,94 l,6l -1,82 ll 0,096

1743-2üü1 - 224t -2W1 {r,58 10.ô2 t2 f .4ô 6,29 -0.19 11 0.855

2.2g. Tese-t Student pra comparaso de médias de outros firngos - método mffias emparelhadas ( entre

lu mo e 2o arn ). Modaüdd€ f (c.t u.l g de solo rais = valor€§ r€Fm€olafu x l@ c.f.u. / g de §olo)

Amostras emparelhadas

Desvio -::3- #-ffi'r$"
padrão olffi, inferior inferisr

ú ü §is.
nf,édia

16-9-2002-08-10-2002 5,13 1.54 7,19 0.31 9,94 2"34 lt 0.039

10.12 -11-89 0"97 -1.87 ll 0-08908-10-2002 - 29-10-2002

29-10-2ffi2- Ll-11-?fm,2 t7 13 -t 11

11-11-2002 -2443-2W3 6.08 11,41 3,29 -13.33 1.17 -1.85 1l o"o92

-1 93 11 11 14424-O3-2W3 -3143'2m3
3l-03-2m3 - 15{5-2m3 17"92 t1 -11.12 5,05 -1"22 1l o.z$

I 1l I15{5-2003 - l3-11-2003

13-ll-2m3-19-11-2m3 -1,00 19,40 -13,33 11,33 4,18 11 0,862

19-11-2003-20{2-2m4 I 18"92 0.,+0 2.27 11 0"Oil4

20-02-2m44E43-2m4 -3,38 5,87 1,69 -7"10 0,35 -1,99 n 0"072

08-03-20M-1045-200,{ 10"60 -12.11 1.36 -t,76 11 0.107

17{J5-2W4 -224t'-2liJü+ -9

16.98

10,ü5 -3

-1.94

xxxl
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2.3ü AnáIise mrútivariadâ, ogtrosftrngm no solq modalidads inosulâdâs F+m) lmodalidadssnão

inoorladas(f +B), l"anoe Pmo.

Tcde « ktwen=§,nbietg Efu§"

Foate Vadável depndente
Tipo III

soma dm
quadrado§

mállam
quadmdo F §s.df

l6{e-2m2
08-r0-2002 ll"02l r ll.02l 3.271 o.o77

29-10-2002 108,000 I to&m 3,889 0,055

tt-ll-2w2 218,t80 1 218,880 4,U2 0,04r

2443-2m3 368,521 I 368,521 o,@3

3l{3-2m3 5ú,7s0 t 516."7fi s,178 o"028

15{5-2m3 llrm,750 I 1140,7Í) 12,871 0,mr
13-11-2m3 693.8m 1 6$,Em 17,u2 0"000

l9-tl-2003 280.333 I 280.333 2,805 0"101

2A&2AW 49,005 I 49.005 t,?{l o,188

08-03-2004 395 t.255 I 3951 .255 4.363 0.042

10-o5-200,+ 30,880 1 30,880 0,594

1745-20CI4 533,333 I 533.333 0,67E 0.414

3-255 I 3.255 0.060 0.80E

Modelo corrigitlo

2246:2M 210,422 I 2lü.422 0,509 o,479

1649-2002 3.255 t 3.255 0.60 0"808

o8-10-2m2 ll,02l l 11.021 3,271 o,o77

29-10-2m2 108.0m I 108-0m 3"889 0-055

1 1-1 1-2002 218"8&, I 218,8&) 4,442 o,041

2443-2W3 368,521 1 368,521 2,938 0,093

3143-2003 5,46,750 I 546.750 5,178 0"028

1545-2m3 1140,750 I 1140,750 12,871 0,ml
Mdalidade

13-11-2003 693,880 I 693,8E0 17,842 0,000

t9-tt-2m3 280"333 I 2E0^333 0"t01

20{?-20ü4 49,005 I 49.005 1,787 0.188

0843-2{n4 3951.255 l 3951.255 4363 0.042

l0{5.2004 30,t80 I 30.t80 0,288 0.594

1745-2trJ4l s33,333 L 533,333 0,67t oAr4
22-06,-2md I2

16J.}9.-2W2 2496"240 46 54.26
08-lo-2m2 154.979 46 3.369

29-1_A-2002 t2T7.500 4.6 n
1l-11-20CI2 2266,615 6 4e274

2443-2AO3 5768.q79 46 125.413

3l{3-2m3 4836.729 46 l05.5Et
1545-2@3 4076"9L7 M 18.629

Emo
13-11-2m3 1788"990 K 38"891

19-1 1-2003 4597,rM 46 99,938

204.2-2m4 t26l-198 M 27-417

0843-2004 41ffi2.4X) 46 W5-706

10{5-2m4 4939,365 M lü7,377

r745-20Ú1 36158.833 M 7%"M2

22{6-2m 1ffi,823 46 413,ffi1

t6{9-2ffi2 39 48

G8- 274,m 48Total
2e-L|J-}W} lõl / 500 48

xxxii
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1l-11-2002 3976^250 48

2443;2003 18812,$0 4t
3143.2m3 25863-s00 4t
l_í{)5rm3 10851.{m 48

13-11-2m3 4703^75A 48

r9-11-2003 9538,5m 48

20{/?'2W 2090,250 48

a8-#3.zAM 57885.750 48

l0-05-2@t 13490250 4E

t7{r5-2{x.1.1 645J2,5tX.1 'lE
2246-2mrt 541 4E

* Nivel de §rFnora Nlloexistem

2.31. Cometação de Pearsotr €ntre rnédias ds oumos firngos e médias de PcfoIR no sslo nos talh&s das

mdatidad* irculda§ (F + FB) , l" ano e 2o ano.

FcMRlGutros
Âmostrappm

»r-lí&2ill,.:2
I
t96

2l$4$2{X}3 I
I

l0
x945-2003 11

8

1$11-2003

2A42-2ídlM

1{l{r5-2fi14

22{F:&}4

2.3â Teste de Lryene de homogeneidade dasvariâncias de outrm fimgos na raiz, todas as modalidades,

1" ano

ÂnúHse F dm §is.

741

I

I

I

121

I

emfi sreo-l$ dç çorrçla€g
sie.
N

Coeficiente de orelaÉo
§is.
N

Caefieiente do çorrçla@
sig-
N

Cosficientc de correla$o
§ie.
N

Cdcientede correla@
sig.
N

Cmficiente ds

sis.
N

Coefrciente de onela$o
sig.
N

Ouros Lt-97 M o-ux)

xxxlll
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2.3j. Teste Taruh*te's T2 - Teste "Fst-hd' de comparação de médias de outro§ fungÕs na ra4 l" ano

tukrqo - m$e (ef.u.te tle rafu)
Maaova-teste de TnmÀane#; ouhos @og

atdt Modslided§ I 2 â

B t2 7,375
T t2 7.833

Grrcfimgm
FB 12 34"625
F t2 382,500

a - basado nas medias ob*smda

b - A difcrcap. da mcdia c signifrcarira a 0,Ú5

c- nlto igualdade r:las vmiaa5as de acÊríJo com ote.Se de Levene

À34. Teste de Levene de homogeneidade das variâncias de outros fungm nÃrelil todas as medalidad€s,

2" ano

Anóliso F' dfl §ls.

Oufos fungos 29.40 44 0.ux)

2..g5. Teste Tamhane's T2 - Teste "çcst-hcrc" de comparaçao de médias de ouü'os firngos Íâ râi7, 2'r afio

Subgtupo- mánia (cf.uJg.Ie rah)
Mssevstesúe & Tambm"e- ffi fuge

nar& ModaEdadê N
32I

t2

12

B

T

I
3,88

GÍros fimgos
FB 12 7,96

F t2 81,75

a - bawdo nas medias oktmdas
h - A difoença ile malia é rignificdirm n O,Oi

c- nâo igualdade das vartanças de acodo com oteste de lpveae

xtççiv


