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Resumo

O cultivo sem solo é uma técnica cada vez mais utilizada no cultivo das plantas. No
entanto, quando o cultivo é feito em substrato, a drenagem, constituida por agua e
nutrientes, é frequentemente descartada, 0 que representa um desaproveitamento destes
recursos. A drenagem pode ser reutilizada para a rega da mesma cultura ou de outras
culturas. Para isso, a drenagem deve estar livre de agentes patogénicos, podendo ser
necessario a utilizacao de um sistema de desinfecdo. O sistema de filtracdo lenta em areia
é um método de desinfecdo da &gua, de baixo custo, ecolégico e eficaz, que apresenta
varios beneficios em relacdo a outras alternativas. No entanto, este sistema ndo é
completamente eficaz no controlo de alguns patogénicos, como Fusarium spp., além da
necessidade de espaco poder ser uma limitacdo. Neste sistema, a desinfecdo ocorre
principalmente pelo controlo bioldgico que ocorre no filtro. Por isso, levanta-se a questéo:
sera possivel melhorar a eficacia da filtracdo lenta em areia, através da adicdo de

microrganismos antagonistas no filtro?

Para dar resposta a esta questdo, instalou-se um ensaio onde se testou a eficacia de
um sistema de filtracdo lenta em areia, melhorado, através da inoculagdo do fungo
antagonista Trichoderma atroviride. Foi avaliada a sua capacidade supressiva sobre dois
fungos fitopatogénicos: Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum, inoculados na solucao

de rega num sistema fechado de cultivo sem solo.

Verificou-se um aumento da eficacia do filtro com T. atroviride, cerca de 25%
superior no controlo de R. solani, do que o filtro ndo melhorado e 11% mais eficaz no
controlo de F. oxysporum. Além disso, 0 antagonista T. atroviride teve, quase sempre, a
mesma capacidade de controlo dos agentes patogénicos, quando aplicado na solugdo
nutritiva, mesmo sem sistema de filtracdo. Isto pode contribuir para uma mais eficaz
desinfecdo da drenagem, permitindo a reutilizagdo da mesma para melhorar eficiéncia de

uso da agua e dos nutrientes.

Palavras-chave: agua, sustentabilidade, controlo bioldgico, drenagem, Rhizoctonia

solani, Fusarium oxysporum, Trichoderma atroviride
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Abstract

Efficacy of slow filtration improved with Trichoderma atroviride in the
diseases control on soilless cultivation

Soilless cultivation is an increasingly used technique in the cultivation of plants.
However, when growing on substrate, drainage, which contains large amounts of water
and nutrients, is often discarded. Discarding it represents a waste of these resources.
However, the drainage can be reused for watering the same crop or other crops. For this,
the drainage must be free of pathogens, and the use of a disinfection system may be
necessary or safer. The slow sand filtration system is a low-cost, ecological, and effective
method of water disinfection, which has several benefits over other alternatives.
However, this system appears not to be completely effective in controlling some
pathogens, such as Fusarium spp. and space occupation can be a limitation. Disinfection
in this system occurs mainly by the biological control that takes place in the filter.
However, the following question arises: is it possible to improve the efficiency of the
slow sand filtration system by adding antagonistic microorganisms to the filter?

To answer this question, a trial was set up where the efficiency of a slow sand
filtration system, improved by inoculation of the antagonistic fungus Trichoderma
atroviride, was tested. Its suppressive capacity on two phytopathogenic fungi was
evaluated: Rhizoctonia solani and Fusarium oxysporum, inoculated in the irrigation
solution in a closed soilless cultivation system.

There was an increase in the efficiency of the filter with T. atroviride, being about
25% more efficient in controlling R. solani than the non-improved filter and 11% more
efficient in controlling F. oxysporum. Furthermore, the antagonist T. atroviride almost
always had the same ability to control pathogens when applied only in the nutrient
solution, even without a filtration system. These findings can contribute to more effective

disinfection of the drainage, allowing its reuse, for better use of water and nutrients.

Keywords: water, sustainability, biological control, drainage, Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Trichoderma atroviride.
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1 INTRODUCAO

A producéo de horticolas e de pequenos frutos é uma atividade agricola de grande
importancia. A evolucdo tecnoldgica das Ultimas décadas permitiu o desenvolvimento de
novas técnicas de cultivo, mais eficientes quanto ao uso de fatores de producéo,
especialmente a agua. Em particular, o cultivo sem solo é uma técnica cada vez mais
utilizada naquelas culturas, podendo ser aplicado, essencialmente, de duas formas: em

cultivo hidroponico ou em substratos.

Quando o cultivo sem solo € feito em substratos, a drenagem que ocorre ap0os cada
rega com solucdo nutritiva, é frequentemente descartada — funcionamento em sistema
aberto. No entanto, esta drenagem consiste em dgua com uma quantidade importante de
nutrientes. Por isso, descartar a drenagem representa um desaproveitamento destes
recursos (4gua e nutrientes) do sistema, sendo a sua recuperacao, para regar novamente a

cultura, bastante interessante — funcionamento em sistema fechado.

Na prética, a drenagem pode ser reaproveitada para a rega da mesma ou de outra
cultura. Para isso, deve estar livre de agentes fitopatogénicos e, pelo menos, até que a
concentracdo de alguns elementos, principalmente Cl e Na, atinja niveis incompativeis
com a cultura. A preocupacdo crescente relacionada com a escassez de agua leva, mais
do que nunca, a importancia de arranjar estratégias que permitam a otimizacdo da

utilizacdo deste recurso, onde se insere a recuperacdo da solugdo nutritiva drenada.

Vaérios agentes fitopatogénicos tém a capacidade de serem disseminados pela 4gua
de rega e de infetar as plantas. Portanto, para reaproveitar a solu¢do drenada é
aconselhavel a utilizacdo de algum sistema de desinfe¢do, como pode ser o sistema de
filtracdo lenta em areia. Este sistema é uma alternativa interessante para desinfecdo da
drenagem por ser simples e muito eficaz no controlo de diversos agentes patogénicos,
além de ser um sistema ecoldgico e de baixo custo. No entanto, alguns autores verificaram
que este sistema ndo é completamente eficaz em controlar alguns patogénicos, como
Fusarium spp., virus e neméatodos. Além disso, requer muito espaco para o filtro em areas

de cultivo de grande dimensdo.

Por ser um sistema com enorme potencial, melhorar a eficacia do sistema de
filtracdo lenta em areia pode ser interessante se permitir mitigar algumas das suas

limitacdes.
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A desinfecdo neste sistema ocorre principalmente pelo controlo bioldgico que
ocorre no material filtrante, e por isso, a adi¢cdo de microrganismos benéficos no filtro

surge como hipotese para aumentar a eficacia deste sistema.

O fungo antagonista Trichoderma atroviride apresenta um enorme potencial de
biocontrolo contra varios agentes fitopatogénicos, através de varios mecanismos, tais
como micoparasitismo, producéo de antibioticos e a competicdo por espaco e nutrientes.
A sua utilizacdo na agricultura como agente bioldgico de controlo tem sido descrita em

inimeros trabalhos.

O patogeénico Rhizoctonia solani € um fungo do solo, que pode ser disseminado
através da dgua de rega, com capacidade em infetar as plantas em sistemas de cultivo sem
solo. Alguns métodos de desinfecdo vulgares, como o uso do cloro, por exemplo,
mostraram-se ineficazes no controlo deste patogénico. Além disso, parecem ndo existir,
na bibliografia, trabalhos acerca da eficacia do sistema de filtracdo lenta no controlo deste

patogénico.

Vérios trabalhos mostram que o sistema de filtracdo lenta em areia ndo é
completamente eficaz no controlo de Fusarium oxysporum. Outros trabalhos referem que
0 seu controlo total ou quase total é possivel atraves da melhoria do sistema de filtracao,
através da utilizacdo de taxas de filtracdo mais baixas ou de outros materiais filtrantes,
como |& de rocha. No entanto, taxas de filtracdo mais lentas vincam ainda mais uma das
limitacBes do sistema de filtracdo lenta — a necessidade de espaco. Acresce que a la de

rocha é mais dispendiosa do que areia.

A utilizacdo de T. atroviride, que tem enorme potencial de biocontrolo, no sistema
de filtracdo lenta surgiu como uma hipotese interessante para tentar dar resposta a
algumas das limitaces deste sistema ecoldgico e de baixo custo, com enorme interesse

na horticultura.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia de um sistema de filtracdo
lenta em areia, melhorado com a introducdo de um microrganismo benéfico no filtro, o
fungo Trichoderma atroviride, num cultivo sem solo. Foi avaliada a sua capacidade

supressiva sobre dois fungos fitopatogénicos: Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O cultivo sem solo

O cultivo de plantas fora do solo é feito desde ha milhares de anos, desde o Antigo
Egipto (1460 a.C.) e noutras civilizagBes (Louro & Reis, 2020). Com o desenvolvimento
tecnoldgico das Gltimas décadas, o cultivo sem solo comecou a ser cada vez mais utilizado
devido as suas vantagens. Esta forma de cultivo permite, por um lado, ultrapassar o0s
problemas associados ao cultivo no solo, tais como as doengas de solo e a salinizacdo do
mesmo. Por outro lado, permite maximizar a utilizacdo dos fatores de producéo, bem
como melhorar a produtividade e a qualidade dos produtos (Louro & Reis, 2020; Soria &
Olivert, 2002).

2.1.1 Vantagens e inconvenientes do cultivo sem solo

Os sistemas de cultivo sem solo incluem um conjunto de técnicas de intensificagdo
da producdo que apresentam as seguintes caracteristicas (Louro & Reis, 2020; Morard
et al., 2000; Resh, 2012; Soria & Olivert, 2002):

e Manutencdo de uma 6tima relacdo ar/agua no sistema radicular, o que favorece o
desenvolvimento da cultura.

e Nutrigdo mais controlada do que no cultivo no solo.

e Diminuicdo das interaces quimicas e capacidade de troca catidnica,
relativamente ao cultivo no solo, especialmente com a utilizacdo de substratos
inertes.

e Os sistemas fechados permitem a maximizacdo da eficiéncia de utilizacdo da dgua
e nutrientes.

e A utilizacdo controlada de nutrientes e a recuperacdo da drenagem evita ou
minimiza a contaminacédo de solos e aquiferos.

e Pode permitir a reutilizacdo e valorizacdo de subprodutos de outras industrias
como substrato (e.g. fibra de coco).

e Auséncia ou minimizagdo de doengas tipicas do solo; redugéo de pesticidas.

e Auséncia de infestantes (ndo sdo necessarios herbicidas).

e Obtencdo de uma cultura uniforme; varias operacdes culturais tornam-se mais

facilitadas (e.g. poda, tutoragem e colheita).
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Vérias operacdes culturais praticadas em cultivo no solo deixam de ser necessarias
(e.g. adubacéo de fundo, preparacéo do solo).

Maior precocidade e produtividade da cultura; cada planta consome menos
energia no seu desenvolvimento do que nos sistemas de cultivo no solo.

Melhor qualidade da producéo.

No entanto, o cultivo sem solo apresenta também algumas limitacdes (Louro &

Reis, 2020; Soria & Olivert, 2002):

Em sistemas abertos, o descarte da drenagem pode levar a contaminacéo de solos
e aquiferos.

A ma gestdo de substratos e plasticos pode levar a contaminacao do ambiente.
Possibilidade da ocorréncia de doencas da raiz que se estendam rapidamente a
todas as plantas.

Necessidade de maior precisdo na gestdo da rega e da nutri¢do: reserva de agua é
bastante limitada devido ao baixo volume dos substratos e & elevada porosidade.
A baixa inércia térmica dos substratos torna a cultura mais exposta as oscilacdes
de temperatura.

Elevados custos de instalacdo e funcionamento.

Requer conhecimento técnico especializado.

2.1.2 O cultivo hidroponico e o cultivo em substrato

Designa-se por cultivo sem solo qualquer forma de cultivar plantas fora do solo in

situ. Por isso, o cultivo hidroponico e o cultivo em substrato sdo duas formas diferentes

de cultivo sem solo (Reis, 2014).

O cultivo hidroponico é feito somente com uma solugdo nutritiva, sem recurso a

substratos, organicos ou inertes. A solugédo pode estar em circulagéo, constante ou néo, e

pode apresentar uma profundidade variavel, desde 1 ou 2 mm até algumas dezenas de

centimetros. Além disso, a solucdo nutritiva também pode ser aplicada por pulverizagédo

ou nebulizacdo das raizes, sistema este designado por cultivo aeroponico (Louro & Reis,

2020; Reis, 2014). Existem diversas formas de concretizagdo destes sistemas de cultivo
(quadro 2.1).
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Quadro 2.1 — Quadro resumo das principais formas de cultivo hidropdnico. Adaptado de
Reis, 2014.

Sistema de cultivo hidropoénico Breve descricdo
Cultivo em agua Cultivo numa solucdo nutritiva com algumas
(DWC — Deepwater culture) dezenas de centimetros de profundidade,
normalmente estatica e com arejamento forcado.
Cultivo flutuante As plantas sdo suportadas por estruturas flutuantes.

(Float hydroponics)

Cultivo em lamina de agua A solugdo nutritiva circula em canais, a uma altura
(NFT — Nutrient film technique) entre 1 e 2 mm e permite, simultaneamente, o
fornecimento de agua e oxigénio as raizes.

Cultivo em &gua em circulacdo A solucdo nutritiva estad em constante recirculacgéo,

(DFT — Deepflow technique) para promocéo do seu arejamento.
Cultivo aerop6nico A solucdo nutritiva é aplicada por pulverizacéo ou
(Aeroponics) nebulizacdo intermitente, em intervalos de tempo

curtos. Isto facilita o arejamento das raizes.

No cultivo em substrato recorre-se a um meio solido e poroso como substrato, que
é regado com uma solucdo nutritiva. O substrato pode ser organico (e.g. fibra de coco,
turfas) ou inorgénico (e.g. areia, & de rocha), inerte ou ativo, natural ou sintético, e pode
ser acondicionado em sacos, vasos ou calhas, parainstalar as plantas (Louro & Reis, 2020;
Reis, 2014).

2.1.3 Classificacdo dos sistemas de cultivo em fungdo do destino da

drenagem

O destino da drenagem pode ser distinto nos diferentes sistemas de cultivo sem solo,
classificando-se como sistemas abertos, fechados ou semifechados (Louro & Reis, 2020;
Reis, 2014):

Quando o sistema é aberto, a drenagem sai continuamente do sistema, a medida
que vai correndo. Esta e descartada e pode ter destinos diversos, mas nao volta a ser
utilizada para a rega. O sistema aberto é frequentemente utilizado quando o cultivo é feito

em substrato.

Quando o sistema é fechado, a drenagem é sempre reutilizada para novas regas. A
solucdo nutritiva drenada deve ser desinfetada, refrescada com agua-doce e reequilibrada

quimicamente, com uma periodicidade varidvel consoante as condi¢des de cultivo.
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Um sistema diz-se semifechado, quando funciona habitualmente como sistema
fechado, mas as condigdes fazem com que seja necessaria a renovacao periddica da
solucdo nutritiva. A qualidade da agua doce é um dos fatores principais pelos quais é
necessaria a renovacao da solucdo nutritiva. Normalmente, quando é atingido um limite
critico da concentracdo de algum elemento para a cultura (e.g. Na e ClI), é necessaria a

renovagédo da solugéo nutritiva.

2.1.3.1 Vantagens e limitacdes do sistema aberto e do sistema fechado

As diferencas entre os sistemas aberto e fechado sdo varias e, muitas vezes, a
facilidade da sua aplicacdo depende de varios aspetos, sobretudo da qualidade da agua,
dos aspetos legais para o tratamento da drenagem, de entre outros (Louro & Reis, 2020;
Reis, 2014). O quadro 2.2 resume as vantagens e as limitac6es destes dois sistemas.

Quadro 2.2 — Quadro resumo das vantagens e limitagdes dos sistemas abertos e dos
sistemas fechados. Fonte: Louro & Reis, 2020.

Vantagens

Sistema aberto Sistema fechado

e Maior simplicidade tecnoldgica; e Utilizacdo muito mais eficiente da agua

] ) . e nutrientes;
e Maior seguranca fitossanitaria;

e Promocéo da sustentabilidade e da

e Gestdo mais facil da solucdo nutritiva; o
economia circular;

e Gestdo mais facil quando a agua-doce . .
e Permite o cumprimento das normas

disponivel é de baixa qualidade (CE

legais;
elevada);
¢ Reduz o impacto ambiental que a
drenagem pode provocar;
Limitacgdes
Sistema aberto Sistema fechado
e Desperdicio de agua e nutrientes; e N&o ¢é viavel quando a agua de rega é

e Eventual contaminacéo de solos e de ma qualidade (alta CE - salina);

aquiferos; e A salinizacdo crescente ao longo do

e . . ciclo cultural limita a adicdo de nutrientes
e LimitacOes legais para o destino da

a solucao;
drenagem;
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Apesar das suas limitacGes, o sistema fechado apresenta muito interesse do ponto

de vista ambiental, devido a eficiéncia de utilizacdo dos recursos naturais:

e Permite reduzir o impacto ambiental que ocorre quando o tratamento da
drenagem nao é feito corretamente em sistemas abertos. O incorreto tratamento
da drenagem pode levar a contaminacéo de solos e aquiferos (Louro & Reis, 2020;
Tizel et al., 2001)

e Solucdo para cumprimento das normas legais de gestdo da drenagem. As
normas de protecdo do ambiente, como a relativa a protecdo das aguas
subterraneas (diretiva nitratos-91/676/EEC) e a protecdo das aguas superficiais
(WFD- Diretiva-Quadro 2000/60/EC), podem vir a condicionar ou impossibilitar
0 cultivo em sistemas abertos (Louro & Reis, 2020).

e Este sistema permite também a utilizagdo muito mais eficiente da dgua. Um
sistema fechado pode gastar entre 20-24% menos dgua do que um sistema aberto,
na primavera e menos 8-16%, no outono (Tuzel et al., 2001). Outros autores
verificaram poupancas de agua entre 19-30% no cultivo ornamentais (Van Os,
1999) e de 21% no cultivo de pepino (Tuzel et al., 1999), em sistema fechado.

e Este sistema permite também a utilizacdo muito mais eficiente de nutrientes.
Um sistema aberto pode gastar mais 32-34% de nutrientes do que um sistema
fechado (Ttzel et al., 2001). Noutros casos, foram reportadas economias entre 15-
48% no cultivo de ornamentais (Van Os, 1999) e de 34% no cultivo de pepino
(Thzel et al., 1999), em sistemas fechados.

e Nao ocorre reducdo na produtividade. Alguns autores verificaram que a
produtividade foi semelhante em sistema aberto e fechado (Tuzel et al., 1999;
Tuzel et al., 2001).

2.1.4 Reutilizacdo da drenagem

Quando o cultivo é feito em substrato, a agua aplicada na rega € superior a
necessidade imediata da cultura. Isto é feito para manter condigdes ideais na rizosfera,
nomeadamente quanto a facilidade de absorcdo de dgua e nutrientes, e a disponibilidade
de oxigénio. Este excesso no fornecimento de agua leva a formacdo de um volume
importante de drenagem, cuja reutilizacdo € importante, por questdes economicas,
ambientais e legais (Louro & Reis, 2020; Tuzel et al., 2001).
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2.1.4.1 Estratégias para reutilizacdo da drenagem

Apesar de semelhante, a composi¢do quimica da drenagem nunca é igual & da
solucdo nutritiva usada na rega. Ap0s uma rega, a drenagem apresenta uma composi¢do
diferente em nutrientes e maior concentracdo de elementos ndo absorvidos (Na e Cl), que
a solucdo nutritiva. A continua reutilizacdo da drenagem leva a crescente salinizacdo da
solucgéo de rega, devido ao aumento da concentracdo dos elementos nédo absorvidos. A
qualidade da agua doce é muito importante, sendo melhor quanto menor for a sua
condutividade elétrica (CE) (Louro & Reis, 2020).

A gestdo da solucdo de rega pode ser feita de vérias formas, destacando-se as

estratégias descritas a seguir, na figura 2.1 (Louro & Reis, 2020; Pardossi et al., 2011).
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Figura 2.1 — Representagédo esquematica de diferentes estratégias de gestdo da drenagem.
Fonte: Louro & Reis, 2020; Pardossi et al., 2011.
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A estratégia | representa o funcionamento em sistema aberto, onde ndo ocorre
reutilizacdo da drenagem para a rega da mesma cultura. Como a solucdo nutritiva é

sempre nova, a concentracao de nutrientes e de elementos ndo absorvidos é constante.

Na estratégia |1, a drenagem vai sendo complementada com a adi¢do de agua doce

para formar a solucéo de reconstituicdo, que funciona como a nova solucgdo nutritiva. A

concentracdo de nutrientes vai diminuindo com as utilizacbes e a concentracdo de
elementos ndo absorvidos vai aumentando. Esta solugdo permite manter a CE desejada

na solucdo nutritiva.

Na estratégia Ill, a drenagem vai sendo complementada com a adi¢do de nova
solucdo nutritiva. Neste caso, a solucdo de rega mantém a quantidade de nutrientes
adequada. No entanto, a CE da solugcdo de rega aumenta progressivamente, devido a

crescente concentracdo de elementos ndo absorvidos.

Na estratégia IV, a drenagem vai sendo complementada com adgua doce e com nova
solugdo nutritiva. Quando for atingida a CE limite para a cultura, ou quando a
concentracdo maxima de algum ido ndo absorvido for atingida, deixa de ser adicionada
nova solucdo nutritiva a drenagem. A partir deste ponto, a nova solucdo de rega é
constituida somente por drenagem e &gua doce. Esta nova solucdo de rega é

completamente descartada quando o nivel dos nutrientes for insuficiente.

2.1.4.2 Controlo da drenagem

No entanto, para que a drenagem possa ser reutilizada, devem ser controlados pelo
menos quatro aspetos: (i) presenca de agentes fitopatogénicos; (ii) nivel de salinidade;
(iii) teor e equilibrio de nutrientes e (iv) teor de oxigénio (Louro & Reis, 2020).

O controlo de agentes fitopatogénicos deve ser feito através da desinfecdo da
drenagem, que pode ser feita de diversas formas (Bergstrand, 2009; Louro & Reis, 2020;
Stewart-Wade, 2011).

O controlo do nivel de salinidade, do teor e equilibrio de nutrientes e de oxigénio
pode ser feito através de diversas estrategias, que podem incluir a adicdo de dgua doce,
de nova solucdo nutritiva e do arejamento forcado (Louro & Reis, 2020).
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2.1.4.3 Patogénicos disseminados pela agua

Existem diversos agentes fitopatogénicos que podem ser facilmente disseminados
pela dgua, pertencentes a varios grupos taxondémicos, como oomicetes, fungos, bactérias,

virus e nematodos (Bergstrand, 2009).

Os oomicetes produzem zoGsporos, que sdo esporos flagelados capazes de circular
facilmente na 4gua. Por isso, de entre todos 0s patogénicos, 0s oomicetes, especialmente
Pythium spp. e Phytophtora spp., disseminam-se facilmente e rapidamente em sistemas

de cultivo sem solo (Vallance et al., 2009).

Estes microrganismos podem provocar grandes perdas economicas (Ehret et al.,
2001). A desinfecdo da drenagem permite o controlo destes microrganismos e por isso é
crucial em sistemas de cultivo fechados e semifechados (Bergstrand, 2009; Louro & Reis,
2020). Os principais agentes fitopatogénicos capazes de circular pela agua de rega estdo

sistematizados no quadro 2.3.

Quadro 2.3 — Principais agentes patogénicos disseminados pela 4gua de rega.

Grupo Organismo

Oomicetes Pythium spp. 134
Phytophtora spp. 134
Olpidium spp. *

Fungos Fusarium oxysporum

Verticillium spp. *#
Rhizoctonia solani 2*
Botrytis spp. 4

Alternaria spp. *
Colletotrichum coccodes *
Sclerotinia sclerotiorum *

Phomopsis sclerotioides

Bactérias Clavibacter michiganensis **
Pseudomonas corrugata *
Pseudomonas solanacearum *
Ralstonia spp. *
Erwinia spp. *

Xanthomonas campestris >4
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Grupo Organismo
Virus Arabis mosaic virus (ArMV) *

Cucumber green mosaic virus (CGMV) 4

Cucumber mosaic virus (CMV) 14
Lettuce big vein agent (LBVA) *

Melon necrotic spot virus (MNSV)
Pelargonium flower break virus (PFBV) #
Pelargonium leaf curl virus (PLCV) *
Tobacco mosaic virus (TMV) 4

Tobacco necrosis virus (TNV) 4

Tomato mosaic virus (ToMV) 14

Tomato spotted wilt virus (TSWV) *

Nematodos Prathylenchus spp. *

Meloidogyne spp. !

1: Bergstrand, 2009; 2: Lévesque et al., 2019; 3: Dong et al., 2020; 4: Stewart-Wade,
2011.

2.1.5 Sistemas de desinfecéo da drenagem

O controlo da presenca de agentes patogénicos é um aspeto fundamental,
especialmente quando o sistema de cultivo sem solo funciona em regime fechado ou
semifechado. Estes regimes apresentam elevado risco de propagagdo de agentes
patogénicos (Bergstrand, 2009; Stewart-Wade, 2011).

A utilizacdo de boas medidas sanitarias gerais, equipamentos de desinfecdo
adequados e medidas de antagonismo ou supressao de agentes patogénicos, reduzem o
risco de propagacao de doengas. Estas medidas preventivas sdo importantes para evitar a
dispersdo de agentes patogénicos no sistema de cultivo e devem ser aplicadas em todos

0s tipos e regimes de cultivo (Stewart-Wade, 2011).

Existem diversos métodos que podem ser adotados para desinfecdo da drenagem,
que podem atuar por a¢éo fisica, quimica ou bioldgica. O quadro 2.4 resume as principais

caracteristicas dos métodos mais utilizados.
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Quadro 2.4 — Quadro resumo dos principais métodos de desinfe¢do da drenagem aplicados em cultivo sem solo. Adaptado de: Bergstrand, 2009;
Ehret et al., 2001; Louro & Reis, 2020; Postma et al., 2001 e Stewart-Wade, 2011. * Descrito com mais pormenor nos subcapitulos seguintes.

Acado fisica
Meétodo Doses / Custos Eficaz no controlo de Vantagens Desvantagens
Dose/intensidade: Oomicetes: e Elevada eficacia (o0 mais e Dispendioso — investimento e
¢ 95°C por 30 s e Pythium spp. eficaz para virus, bactériase  funcionamento (0,8 — 0,9 €.m™) —
¢ 85°C por 3 min e Phytophthora spp. fungos); equipamentos e consumo energeético;
M e Simples (utilizag&o; e Requer filtracdo prévia — remocao de
Custos: , * Fusarium oxysporum tecnicamente); matéria organica.
O —_ - 1 1 i i -g = Ve
2 *08-09€m o Verticillium dahliae « No utiliza produtos e Arrefecer a 4gua antes da rega;
£ Bacterias: quimicos; idificar d q
2 ¢ Erwinia chrysanthemi . ’ , * Acidificar drenagem antes,_ 0
¢ N&o produz residuos nem tratamento (para pH 4) — evitar
¢ Pseudomonas corrugata A o !
L subprodutos prejudiciais. precipitacdo de calcério no permutador de
e Erwinia spp. calor:
e Xanthomonas spp. L . e
Virus: e Erradica microrganismos benéficos;
e TMV; ToMV; CGMV
e A =254 nm é 0 mais Oomicetes: e Eficacia moderada; e Resultados ndo confiaveis, por vezes;
eficaz, ~_ *Pythiumspp. e Custos de investimento » Necessidade prévia de filtragdo (<80
Intensidade de radiagdo: e Phytophthora spp. moderados. um) — remog&o de matéria organica;
:nJBi(r:Tt]ezr 1as e fungos: 100 fLAnI?% : e Ndo utiliza produtos ¢ Necessidade de substituicéo das
> o ernaria spp. quimicos; lampadas regularmente;
) e Pythium spp.: 220 ¢ Colletotrichum spp.

mJ.cm

e Virus: 250 mJ.cm
Custos:
¢0,3-04€m3

e Fusarium spp.
Virus:

e TOMV
Bactérias
Nematodos

e N&o requer corregdes
prévias de pH;

e Ndo corrosivo.

e Destroi quelatos de ferro;
e Erradica microrganismos benéficos;
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Acdo fisica
Meétodo Doses / Custos Eficaz no controlo de Vantagens Desvantagens

Tamanho dos poros: Oomicetes: e Elevada eficécia; e Muito dispendioso;
© ¢ 0,05 um — Fusarium spp. e Pythium spp. ¢ Reduz também a salinidade; ¢ Baixo periodo de vida til da
o ¢ 0,1 um — Verticillum spp. e Phytophthora spp. e N4o utiliza produtos quimicos; membrana de filtraco;
= ¢ 0,01 pm zoosporos Fungos: o N&o requer correcdes prévias de e Afetado por solidos na agua -
§ (oomicetes) e bactérias e Fusarium spp. pH; necessidade de filtracdo prévia.
£ ¢ 0,5 um zodsporos e Verticillum spp. ¢ Ndo produz subprodutos
O Custos: Bactérias fitotoxicos.

¢0,7-08€m3

Acéo quimica
Método Doses / Custos Eficaz no controlo de Vantagens Desvantagens

e lodo fornecido através de  Fungos: ¢ Dosagem automatizada; e Possiveis falhas técnicas;

resinas de troca de ides. e Fusarium oxysporum e Residuos removidos e Requer filtracdo prévia —
S Doses: automaticamente; remocgédo de matéria organica
2 e Fungos: 0,7 ppm ¢ Sem fitoxicidade; e Dificuldade de utilizacdo.

e Virus: > 14 ppm ¢ Ndo é afetado por variacGes na

agua.
Phytophthora cinnamomi:  Oomicetes: e Elevada eficacia; e Dificuldade em estabelecer
2 ppm ¢ Phytophthora spp. e Sanitizacdo da estufa, estrutura e doses eficazes;
Fungos: dispositivos; o Afetado por sélidos na &gua;

o e Fusarium spp. ¢ Elimina algas; ¢ Requer acidificagéo prévia;
8 e Colletotrichum spp. e Possivel fitoxicidade;

¢ Rhizoctonia spp.
e Alternaria spp.
e Botrytis spp.
Algas

e Subprodutos com riscos para a
salide e para 0 ambiente.
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Acdo quimica

Método  Doses / Custos Eficaz no controlo de Vantagens Desvantagens
~ Dose/Intensidade: Fungos: e Baixos custos de e Nao elimina completamente neméatodos
@ Q Fqngos: 100 ppm e Fusarium spp. investimento; e Requer filtragdo prévia — remogao de matéria organica
o < Virus: 400 ppm o Simples. e Afetado por variacdes na agua;
=2 (acimade 200 ppm — » Perigo potencial para a satde e para o ambiente;
§ \qg)) 232?02? toxicidade) o Fitotéx.ico;
S e e Corrosivo;
- 02-035 e Despesas de manuseio, entrega e armazenamento.
Dose/Intensidade: Oomicetes: e Elevada eficicia; e Dispendioso — Investimento e tratamento de residuos;
Injecdo na solucédo e Pythium spp. e Degrada ¢ Requer filtracdo prévia — remocao de matéria
reciclada: 10 g.m e Phytophthora cinnamomi pesticidas; organica;
g Fungos: ¢ Necessidade prévia de acidificacdo (a pH 4);
S Custos: e Fusarium oxysporum e Perigo potencial para a saude;
0,2-0,35 o Verticillium spp. ¢ Potencialmente fitotdxico;
Virus: o Afetado por variagdes na agua;
e CGMV e Corrosivo;
Acdao biologica
Método Doses / Custos Eficaz no controlo de Vantagens Desvantagens
. Quociente de fluxo: Oomicetes: e Baixos custos; ¢ Necessidade de espaco;
g 100 a 300 L.m3.ht e Phytophthora spp. e Sistema simples; e Controlo parcial de Fusarium spp., virus e nematodos.
K Custos: e Pythium spp. e N4o utiliza
2 0,13 €.m? Fungos: produtos quimicos;
g e Verticillium spp. e Nao produz
T Bactérias: subprodutos
e Xanthomonas spp. fitotoxicos.
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2.2 Sistema de filtracdo lenta em areia

A filtracdo lenta é um método antigo de desinfecdo de &gua, utilizado para
desinfecdo da drenagem em sistemas de cultivo sem solo desde os anos 80 do séc. XX. A
desinfecdo ocorre pela agdo fisica de filtracdo por areia e pela acdo biol6gica dos

microrganismos antagonistas que colonizam a areia (Wohanka, 1995).

Este sistema é uma alternativa interessante para desinfecdo da drenagem, por ser
simples e muito eficaz no controlo de diversos agentes patogénicos, além de ser um
sistema ecoldgico e de baixo custo. Ndo requer a utilizacdo de produtos quimicos e
apresenta baixo custo energetico. A filtragdo no sistema de filtracdo lenta ocorre por
gravidade e 0 consumo energético necessario esta associado somente a bombagem da
agua. O recurso a energia solar pode surgir como solucdo para manter o filtro em
funcionamento. Os baixos custos deste sistema estdo relacionados com a simplicidade de
funcionamento e dos componentes e com o baixo custo de manutencdo (Louro & Reis,
2020).

2.2.1 Breve enquadramento historico

O sistema de filtracdo lenta em areia € um dos métodos mais antigos para o
tratamento de agua (Wohanka, 1995). Este sistema foi desenvolvido em 1804 por John
Gibbs, na Escdcia, que o utilizou como técnica de purificacdo para obter agua limpa.
Nessa altura ndo era conhecida a existéncia de bactérias patogénicas na agua e o sistema
era usado somente pela sua acao fisica de remocao de solidos suspensos. Mais tarde, em
1829, a mesma técnica comecou a ser utilizada para a limpeza de &gua para consumo
publico. A utilizacdo generalizada deste sistema ocorreu a partir de 1885 (Huisman &
Wood, 1974; Osterdahl, 2015).

Em 1895, foi comprovada a eficacia do sistema no controlo de agentes patogénicos.
Nesta altura, a agua do rio Elba (Alemanha) ficou infetada com a bactéria Vibrio cholerae,
causadora da doenca colera. A &gua do rio era usada para o abastecimento de algumas
cidades. Em Hamburgo, a epidemia de coélera infetou 1/30 habitantes e causou a morte a
pelo menos 7500 pessoas. No entanto, em Altona (distrito nobre de Hamburgo), onde o
sistema de filtragdo lenta em areia era utilizado para limpeza da &gua, ninguém ficou
infetado com a doenga (Osterdahl, 2015; Tyrrell, 2011).
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Posteriormente, no final dos anos 80 do séc. XX, o sistema de filtracdo lenta em
areia comecou a ser usado em horticultura, como método de desinfecdo da drenagem
(Wohanka, 1995).

2.2.2 Vantagens e limitacdes do sistema de filtracéo lenta

O sistema de filtracdo lenta ndo é completamente eficaz no controlo de alguns
patogénicos e a necessidade de espaco pode ser uma limitacdo. Diversas vantagens e

limitacGes deste sistema estdo resumidas no quadro 2.5.

Quadro 2.5 — Principais vantagens e limitacdes do sistema de filtracdo lenta.

Vantagens Limitacgoes
e Baixos custos de instalacdo e de e Para grandes quantidades de agua é
manutencao (cerca de 0,13 €.m3); 14 necessario muito espaco para o filtro 4

e Baixo consumo energético; 24 ) )
e Controlo parcial de Fusarium spp.,

e N&o requer utilizacdo de produtos i , 35
virus e nemétodos; *

quimicos; 2
e Sistema simples; funcionamento e e Podem ocorrer quebras na eficacia; 2

manutencdo simples; 2 ) )
e Podem surgir entupimentos no

e N#o ¢ afetado por variacdes na agua; 2 e 9
material filtrante;

e N&o produz residuos nem subprodutos

prejudiciais; 2 e Dificuldades em mudar de lugar —
filtracdo prévia; >4 areia. 2

¢ Nio é fitotoxico. 2

1: Delcour, 2020; 2: Stewart-Wade, 2011; 3: Ehret et al., 2001; 4: Louro & Reis, 2020;
5: Lee & Oki, 2013.

2.2.3 Principios fundamentais de um sistema de filtracéo lenta

O principio fundamental de um sistema de filtracdo lenta consiste em deixar
percolar lentamente a drenagem atraves de um material filtrante. Algum tempo apds o
inicio da utilizag&o do filtro, comeca a formar-se uma camada superficial no topo do filtro
(Ehret et al., 2001). Esta camada apresenta uma intensa atividade bioldgica, a qual inclui
algas, protozoarios, bactérias, fungos, actinomicetes, diatomaceas, entre outros (Ellis,
1985).
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O processo de filtracao é feito pela acéo fisica do material filtrante (sedimentacéo,
adsorcdo e outros), acdo quimica e acdo biolégica dos microrganismos que se

desenvolvem no filtro, sobretudo proximo da superficie (Huisman & Wood, 1974).

A acdo biologica neste método € considerada a componente mais importante no
sistema de desinfecdo. Além disso, a a¢do bioldgica ndo existe nos outros métodos de
desinfecédo (quadro 2.4). O sistema de filtragéo lenta pode ser considerado um ecossistema

aberto onde ocorre a entrada de nutrientes e a saida de metabolitos (Ehret et al., 2001).

O filtro apresenta uma fase inicial de maturacéo / colonizacéo, durante a qual se
forma a camada de material orgénico a superficie. Durante esta fase, ocorre a formagao
de microcolonias de microrganismos, alguns com papel antagonista, o que caracteriza o
desempenho do filtro. Além disso, formam-se biofilmes (comunidades bioldgicas
organizadas) na superficie do filtro e na superficie das particulas que constituem o
material filtrante (Ehret et al., 2001).

A maioria da matéria em suspensdo na drenagem fica retida na superficie do filtro,
acumulando-se a superficie. Estas particulas orgéanicas sdo decompostas pelos
microrganismos presentes na camada superficial. Devido ao baixo caudal de circulagdo
mantido no filtro, as particulas inorganicas e organicas, incluindo os agentes patogénicos,
aderem a superficie das particulas do material filtrante (Ehret et al., 2001; Huisman &
Wood, 1974; Wohanka, 1995; Wohanka et al., 1999).

O caudal de circulacdo da solugdo no filtro deve ser de 100 a 300 L.m?2.h?
(Wohanka, 1995). O baixo caudal de circulacdo no filtro permite que ocorram estes
processos bioldgicos, sendo necessario que haja oxigénio suficiente no efluente
(>3 mg.L ™) (Ehret et al., 2001) e temperatura adequada a atividade microbioldgica, entre
10-20°C. Além disso, temperaturas acima de 20°C promovem a atividade biologica no
filtro. No entanto, a medida que as temperaturas aumentam, a concentracao de oxigénio

dissolvido na agua diminui, o que pode limitar a eficacia (Logsdon et al., 2002).

A atividade microbioldgica no filtro diminui com a profundidade. Nas camadas
superficiais, a densidade bacteriana normal é de 107 a 102 ufc.cm™ e alguns centimetros
abaixo ¢ de 108 ufc.cm™, permanecendo assim até as camadas mais profundas do filtro.
A eliminacéo de agentes fitopatogénicos que ocorre devido a atividade biologica no filtro
depende dos microrganismos envolvidos, parecendo ser menos eficaz a controlar fungos
do que bactérias (Brand & Wohanka, 2001; Calvo-Bado et al., 2003).
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2.2.4 Instalacdo e manutencao do sistema de filtracao lenta

A construcdo de um sistema de filtracdo lenta para utilizagdo em horticultura segue
as linhas principais de um projeto para estacdes de obtencdo de agua potavel em pequena
escala. No entanto, s@o necessarias algumas alteracdes no desenho do sistema para que se

adapte as necessidades da horticultura (Ehret et al., 2001).

O esquema geral de um sistema de desinfecédo por filtracdo lenta esta representado

na figura 2.2.

Difusor sobre o
Drenagem para desinfec¢ao

~

Medidor
Retorno do \l de caudal
excesso ﬂie
denage l
gen M ial Vélvula de
: ateria regulacdo
filtrante «—
\ Filtro
Rega » \
TR RO TR N
Drenagem desinfectada h \
para reciclar N\
p———— ——— Depdsito de recotha =——
Y da drenagem <— onas de drenagem (ndo
A necessario em filtro de 13 d
\ Bomba da drenagem para &~ rocha ‘
| o filtro

Figura 2.2 — Esquema de um sistema de desinfecdo por filtracdo lenta. Fonte: Louro &
Reis, 2020.

Os componentes essenciais do sistema incluem (Ehret et al., 2001):

e Recipiente do filtro: Caixa que serve de suporte ao material filtrante. O seu
tamanho varia com a capacidade do filtro. Pode ser construido com materiais varios.
e Estrutura de entrada: Constituida por uma bomba e por tubagem, que permitem
a transferéncia da drenagem desde o depdsito até a zona superior do filtro.

e Camada de material filtrante: Parte constituinte da maioria do filtro.

e Camada de drenagem do filtro: Camada com material mais grosseiro do que o
material filtrante principal. Facilita a saida da solu¢do. Nao é necessaria quando o

material filtrante é 13 de rocha.
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e Estrutura de saida: Constituida por um pequeno filtro (para reter algumas
particulas de areia), uma valvula de regulacdo, um medidor de caudal e por

tubagem. Permite o retorno da solugéo para o sistema de rega.

Os sistemas de filtragdo lenta séo essencialmente uma caixa com o material filtrante
onde a filtracdo ocorre por gravidade. A construcdo e o material filtrante podem ser
varios, dependendo essencialmente da capacidade de filtracdo pretendida, que varia
conforme a dimensao e a tipologia do sistema de cultivo. Quando se pretende um filtro
de capacidade reduzida, para pequenas estufas, recorre-se geralmente a um tanque
plastico. Para dimensdes e capacidades superiores, associados a maiores areas de
producdo, é usado, geralmente um tanque de chapa metalica ondulada com tela plastica
no interior (Ehret et al., 2001).

O caudal baixo € particularmente necessario para que o controlo biologico funcione.
Geralmente, o caudal de saida é controlado por uma valvula de regulacdo e por um
medidor de caudal na estrutura de saida. Em sistemas mais simples, uma valvula é
suficiente para controlar o caudal de saida. O caudal de saida ndo deve ser superior ao
caudal de entrada, evitando que o filtro seque (Brand & Wohanka, 2001; Calvo-Bado et
al., 2003; Ehret et al., 2001).

E recomendado que a parte superior do filtro seja mantida ao abrigo da luz para
evitar o desenvolvimento de algas, 0 que se acontecer em excesso, obriga a eliminacéo

periddica da camada superficial (Louro & Reis, 2020).

A area de filtro necessaria pode ser calculada de acordo com equacéo 2.1.

Equacéo 2.1: = %
f
Sendo,
A — Area (m?)

Vq— Volume de drenagem que se pretende desinfetar (L)
Qr — Caudal de filtragdo (L.h™).

39



Eficécia do sistema de filtragdo lenta enriquecido com Trichoderma atroviride no controlo de doengas em cultivo sem solo

Pedro Miguel Indcio Matias

2.2.5 Material filtrante

O material filtrante padrdo utilizado num sistema de filtracdo lenta é a areia, que
deve estar de acordo com alguns requisitos, nomeadamente quanto a natureza e
granulometria. E preferivel a areia de silica, com granulometria entre 0 — 2 mm, mas
muitas vezes é utilizada areia com outras granulometrias (Ehret et al., 2001; Wohanka
etal., 1999).

A espessura minima da camada filtrante deve ser de 50 cm, mas é recomendada que
seja entre 80 e 120 cm. Idealmente, a parte de baixo do filtro deve ser constituida por trés
camadas de cascalho: (i) granulometria 2-8 mm; (ii) granulometria 8-16 mm; e (iii) 16-
32 mm, que irdo funcionar facilitar a drenagem do filtro (Ehret et al., 2001). A areia fina
(0,15 — 0,30 mm) é mais eficiente do que areia média (0,5 — 1,6 mm) (Van Os et al.,
1998). Alguns parametros indicados para a areia do filtro estdo apresentados no quadro
2.6.

Quadro 2.6 — Parametros indicadores da qualidade da areia do filtro. Fonte: Ehret et al.,
2001.

Pardmetro Valores
Tamanho das particulas 0,15-0,30 mm
Coeficiente de uniformidade <3, méx.5
Contetdo de limo <1%

Tamanho efetivo das particulas (D1o): didmetro das particulas abaixo do qual 10% das mesmas sdo as mais pequenas.
Coeficiente de uniformidade (CU): Dgo/D1o.

A areia é o material filtrante mais utilizado nos sistemas de filtracdo lenta, mas
podem ser usados outros materiais (quadro 2.7), que podem apresentar vantagens em
relagdo a areia (Wohanka et al., 1999).

Quadro 2.7 — Diferentes materiais filtrantes e caracteristicas recomendadas para a sua
utilizac&o no sistema de filtragdo lenta. Fonte: Wohanka et al., 1999.

Material Caracteristicas

Antracite Granulometria: 0,8 — 1,6 mm

L& de rocha Massa especifica apos instalagdo ~ 136 Kg.m
Pedra pomes Granulometria: 0,4 — 0,8 mm
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2.2.6 Eficacia no controlo de agentes fitopatogénicos

O quadro 2.8 resume alguns resultados de eficacia do sistema de filtracdo lenta,

obtidos por diferentes autores, no controlo de diferentes agentes patogénicos.

Quadro 2.8 — Resumo da variacdo de eficicia observada contra alguns agentes
patogénicos em varios sistemas de filtracdo lenta.

_ Material filtrante / Caudal de L
Organismo ) . x Eficacia
Granulometria filtragao
Phytophthora Areia; 0,15 — 0,35 mm 100 L.m?.h* 100% *
cinnamomi ou 0,20 -0,8 mm 300 L.m2ht Parcial !
Phytophthora capsici Areia 150 L.m2.ht 100% 3
Phytophthora Areia: 0,3 mm 150 L.m2.ht 100% ©
cryptogea
Pythium sterilum Areia: 2 mm 480 L.m2.h' 91 -96% *
Pythium L4 de rocha 300 L.m2.h 100% ’
aphanidermatum
Fusarium oxisporum Areia: 0,15 — 0,35 mm; 100 -300 L.m2.h?' Parcial
0,20 -0,8 mm ou 0,50 —
1,6 mm
L4 de rocha 200 L.m2.h? 99 % °
Areia 150 L.m2.ht Ineficaz 2
Fusarium solani Areia: 2 mm 480 L.m2.ht 82 —89% *
Botrytis cinerea Areia: 0,5 - 0,75 mm 100 - 300 L.m2.h* 100% 8
ToMV Areia: 0,15 — 0,35 mm; 100 -300 L.m2.h? Parcial
0,20-0,8 mmou 0,50 —
1,6 mm
Ralstonia Areia: 0,5 — 0,75 mm 100 —300 L.m?2.h? 99,6%
solanacearum
Xanthomonas Areia: 2 mm 480 L.m2.ht 71—-76% *
campestris L4 de rocha 100 — 300 L.m2h?!  99% 2
Areia; 0,2 —2,0 mm 100 — 300 L.m2.h?t 83%?2
Pedra pomes: 0,4 — 0,8 100—300 L.m2h? 85%?
mm
Antracite: 0,8 —1,6 mm 100 —300 L. m2.h' 82%?2
Pseudomonas syringae  Areia: 2 mm 480 L.m2.ht 72-73%*

1: Van Os et al., 1998; 2: Wohanka et al., 1999: 3: Lee & Oki, 2013; 4: Kubiak et al.,
2015; 5: Ehret et al., 2001; 6: Calvo-Bado et al., 2003; 7: Bergstrand et al., 2011,
8: Ferreira et al., 2012.
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Fluxos de filtracdo e materiais filtrantes adequados parecem permitir o controlo
total de Oomicetes, especialmente Phytophthora spp. e Pythium spp. (Bergstrand et al.,
2011). No entanto, a eficacia contra outros patogénicos pode ser variavel.

Relativamente a Fusarium oxyporum e outras espécies do mesmo género, 0
sistema de filtracdo lenta em areia parece nao ser completamente eficaz (Lee & OKi,
2013; Van Os et al., 1998). No entanto, fluxos de filtragdo mais lentos (=100 L.m2.h?)
ou outros materiais filtrantes, como |a de rocha, podem permitir o controlo total do
patogénico (Bergstrand et al., 2011).

L& de rocha mostrou ser mais eficaz no controlo de Fusarium oxysporum do que
areia, além de ser mais facil de utilizar por ser um material muito menos denso e ndo
entupir tdo frequentemente. Outros materiais, como antracite e pedra pomes,
apresentaram eficicia semelhante a areia (Wohanka et al., 1999).

Além disso, parecem ndo existir na bibliografia trabalhos acerca da eficacia do

sistema de filtracdo lenta no controlo de Rhizoctonia solani.
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2.3 O fungo Trichoderma atroviride

As espécies do género Trichoderma séo fungos do solo, filamentosos, pertencentes
a divisdo Ascomycota e apresentam uma dispersédo generalizada. Os fungos deste género

sdo organismos necrotroficos (Ranque et al., 2008; Yan et al., 2019).

2.3.1 Caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas

Macroscopicamente, as colonias de Trichoderma atroviride sdo densas e
semelhantes a 14 (figura 2.3) (Ranque et al., 2008). A temperatura 6tima de crescimento
é 25°C. Durante as fases iniciais de crescimento, a colénia apresenta uma coloragéo
esbranquicada, que gradualmente se altera para uma coloragéo verde-amarelada, 8 medida
que os conidios vao sendo formados. Mais tarde, quando a coldnia estd mais madura, a
coloracdo torna-se verde intensa, devido ao elevado nimero de conidios (Yan et al.,
2019).

Figura 2.3 — Cultura de Trichoderma atroviride em PDA, trés dias ap6s inoculacéo.
Fotografia de Luisa Coelho.

Esta espécie apresenta micélio septado e ramificado (figura 2.4). O conidiéforo é
septado e ramificado (Yan et al., 2019), formando em angulos retos. O conidiéforo é
formado por vérias células conidiogénicas em forma de garrafa — fidlides (8 — 10 um x 2
pm). Estas, arranjam-se em espirais de dois, trés ou quatro verticilos. Na extremidade de
cada fialide, formam-se os conidios (esporos assexuados, formados por mitose) (Ranque
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et al., 2008). Os conidios (3,5 um x 4 um) sdo unicelulares, de coloracdo verde-escuro,
de paredes lisas, subesféricos a ovoides (Ranque et al., 2008; Yan et al., 2019).

Figura 2.4 — Cultura de Trichoderma atroviride observada ao microscépio. 1 — hifa; 2 —
septo; 3 — conidioforo; 4 — fidlide (célula conidiogénica em forma de garrafa); 5 — conidio
formado na extremidade da fialide; 6 — conidio. Adaptado de Ranque et al., 2008.

2.3.2 Propriedades de biocontrolo de Trichoderma spp. contra fungos
fitopatogenicos
Os fungos do género Trichoderma e a espécie Trichoderma atroviride em

particular, apresentam diversos mecanismos, que diretamente ou indiretamente

apresentam um potencial de biocontrolo (figura 2.5).

[ Mecanismos de biocontrolo ]

N i N
Indugao de resisténcia das plantas:
* Resisténcia  sistémica adquirida

[ . Micoparasitismo;
* Enzimas que degradam a parede
celular;

* Sintese de antibioticos; (RSA),E . e . .
C . ) * Resisténcia  sistémica  induzida
» Competi¢ao por espago; (RSI):
|+ Competigao por nutrientes. ) X ’ )

Figura 2.5 — Mecanismos diretos e indiretos de biocontrolo, usados pelo género
Trichoderma contra fungos fitopatogénicos. Fonte: Tyskiewicz et al., 2022.

44



Eficécia do sistema de filtragdo lenta enriquecido com Trichoderma atroviride no controlo de doengas em cultivo sem solo

Pedro Miguel Indcio Matias

Os mecanismos diretos contra fungos patogénicos incluem: micoparasitismo,
producdo de enzimas que degradam a parede celular; sintese de antibioticos; competicédo
por espaco; estabelecimento de uma relacéo direta de parasitismo com o patogénico; e
competicdo por nutrientes, principalmente carbono, azoto e ferro (Rai et al., 2016;
Tyskiewicz et al., 2022).

Além disso, Trichoderma spp. induz resisténcia a planta, através de indutores
(moléculas relacionadas com a inducdo de resisténcia) (Saravanakumar et al., 2016;
Tyskiewicz et al., 2022).

O tipo de mecanismos envolvidos depende da interagdo entre o microrganismo
antagonista (Trichoderma spp.), o patogénico e a planta (Ghorbanpour et al., 2018;
Tyskiewicz et al., 2022).

A espécie Trichoderma atroviride, bem como outras no mesmo género, tém a
capacidade de detetar e estabelecer uma relacdo antagonista com o fungo patogénico
Rhizoctonia solani (Dubey et al., 2021). Esta relacdo antagonista pode resultar na morte
de R. solani ou no seu controlo, através de reprogramacao genética da sua expresséo de
genes (Yu et al., 2022).

2.3.2.1 Micoparasitismo

O micoparasitismo consiste no parasitismo de um fungo (hospedeiro) por outro

fungo (micoparasita) (Ghorbanpour et al., 2018).

Analises ao genoma da espécie Trichoderma atroviride comprovaram a sua
capacidade micoparasita. Além disso, a comparacdo do genoma de T. atroviride com o
genoma das espécies Trichoderma virens e Trichoderma reesei mostrou que o
micoparasitismo é o estilo de vida do género Trichoderma, desde as espécies mais
ancestrais (Kubicek et al., 2011).

Uma interacdo micoparasita tipica envolve as seguintes fases: detecdo do
hospedeiro, quimiotropismo (atragdo), conexdo, enrolamento e lise de células do
hospedeiro (Mukherjee et al., 2012; Mukherjee, 2011).

Alguns autores verificaram que o antagonista Trichoderma atroviride tem a
capacidade em estabelecer fortes relagdes de micoparasitismo contra Rhizoctonia solani

(Abbas et al., 2022) e contra Fusarium oxysporum (Nofal et al., 2021).
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Quimiotropismo e reconhecimento do hospedeiro

O antagonista Trichoderma atroviride, bem como outras espécies do mesmo
género, apresentam diversas respostas quimiotropicas, em funcdo da existéncia de
compostos quimicos no meio, tais como nutrientes e metabolitos secundarios libertados
por fungos hospedeiros (presas). Estes compostos sdo utilizados pelo micoparasita para
identificacdo de presas. Dependendo do composto e da sua concentragdo, pode ser
estimulado o crescimento (quimiotropismo positivo) ou este ser limitado
(quimiotropismo negativo). O quimiotropismo positivo leva ao amento da extensdo da
colonia e da densidade de hifas do micoparasita em direcdo ao hospedeiro (presa)
(Moreno-Ruiz et al., 2020). O crescimento em direcdo ao hospedeiro ocorre até que haja
conexdo (figura 2.6 — A) (Mukherjee et al., 2012).

Conexdao e enrolamento

A conexdo com o hospedeiro (figura 2.6 — B) leva ao crescimento e enrolamento de
hifas do micoparasita a volta das hifas do hospedeiro (figura 2.6 — C). Entretanto, o
micoparasita desenvolve apressérios nas hifas, que sdo 6rgdos especializados, que

permitem a penetracdo nas células do hospedeiro (Druzhinina et al., 2011).

= % Ai ?

Figura 2.6 — Exemplo de micoparasitismo provocado por Trichoderma virens em
Rhizoctonia solani. A — quimiotropismo (atracdo); B — conexdo; C — enrolamento; D —
lise celular de hifas do hospedeiro. Fonte: Mukherjee et al., 2012.
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Lise celular de células do hospedeiro

A lise celular (figura 2.6 — D) ocorre pela acdo de enzimas hidroliticas e, muitas
vezes, em combinacdo com a acdo de metabolitos secundarios. Esta é a tltima fase da
interacdo micoparasita, levando, muitas vezes, a morte do hospedeiro (Mukherjee et al.,
2012; Tyskiewicz et al., 2022).

Caso concreto Trichoderma atroviride x Rhizoctonia solani

No caso concreto da presa Rhizoctonia solani (figura 2.7), o antagonista
T. atroviride € capaz de reconhecer compostos como oligopéptidos e oligossacaridos, que
sdo produzidos pela presa como reacdo a enzimas hidroliticas libertadas pelo antagonista,
tais como protéases e quitinases (figura 2.7 — A, B) (Abbas et al., 2022; Sood et al., 2020).

E ativacao de
prote/i}las e?peciﬁcah

expressao
de genes
boli %o o dari
o ® recetores omet‘a olitos secun mlos
P e enzimas de degradacao

da parece celular

)

Trichoderma
atroviride

apressorio

G lise da parede celular
adesdo e
enrolamento

. . (=)
Rhizoctonia §0
solani

metabolitos
secundarios

hifa saudavel

Figura 2.7 — Micoparasitismo provocado por Trichoderma atroviride contra Rhizoctonia
solani. T. atroviride liberta protéases (A) que provocam a libertacdo de pequenas
moléculas de R. solani (B). R. solani também liberta espécies reativas de oxigénio (ROS)
como resposta a presenca de Trichoderma spp. (C). Estas moléculas ligam-se a recetores
que estdo em celulas de Trichoderma spp. (D), 0 que desencadeia producédo de proteinas
(E) e expressédo de genes (F) que codificam enzimas responsaveis pela lise da parede
celular de R. solani (G). Fonte: Abbas et al., 2022.
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Além de compostos como oligopéptidos e oligossacaridos, R. solani liberta espécies
reativas de oxigenio (ROS) e metabolitos secundarios (figura 2.7 — C). Estas moléculas
ligam-se a recetores especificos que existem nas células das hifas de T. atroviride (ou
outras espéecies do mesmo genero) (figura 2.7 — D). Ap6s a ligacdo aos recetores,
desencadeia-se uma série de processos bioquimicos, que envolvem a producdo de
proteinas especificas (figura 2.7 — E), que, por sua vez, levam a expressao de genes que
codificam enzimas envolvidas na producdo de metabolitos secundarios (figura 2.7 — F) e
na lise da parede celular de R. solani (figura 2.7 — G) (Abbas et al., 2022).

Foram identificados varios genes de T. atroviride envolvidos no reconhecimento de
R. solani e na transducéo de sinal, que incluem os seguintes: gprl, tgal, tga3, tmk1, xyr1,
Sfp2 e tscl (Abbas et al., 2022).

2.3.2.2 Producédo de enzimas responsaveis pela degradacao da parede celular

A producdo de enzimas responsaveis pela degradacgéo da parede celular faz parte da

fase final de micoparasitismo (Ghorbanpour et al., 2018; Tyskiewicz et al., 2022).

A parede celular dos fungos €, em cerca de 90%, constituida por polissacarideos
(Tyskiewicz et al., 2022), que sdo hidratos de carbono hidrolisaveis, formados por mais
de dez moléculas de monossacarideos (Bras, 2015). Entre os polissacarideos envolvidos,

incluem-se quitina, a-glucanos, p-glucanos, proteinas, de entre outros (Kang et al., 2018).

Os fungos do género Trichoderma tém capacidade de libertar diversas enzimas
extracelulares, tais como quitinases, -glucanases e proteases (Ribeiro et al., 2019). Estas
enzimas hidrolisam os principais constituintes da parede celular, onde se incluem quitina,

B-glucanos e proteinas (Alizadeh et al., 2020; Tyskiewicz et al., 2022).

A espécie T. atroviride, particularmente, apresenta genes que codificam a producao
de enzimas capazes de destruir quitina — quitinases (Zamani & Motallebi, 2008). Além
disso, esta espécie é capaz de produzir diferentes protéases, capazes de destruir a parede
celular de Rhizoctonia solani (Btaszczyk et al., 2014; Grinyer et al., 2005). Foram
identificados varios genes de T. atroviride (quadro 2.9), cuja funcéo é codificar enzimas

que estéo relacionadas com o controlo de R. solani (Abbas et al., 2022).
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Quadro 2.9 — Genes de Trichoderma atroviride que estdo envolvidos na producdo de
enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular de Rhizoctonia solani. Fonte:
Abbas et al., 2022.

Gene Enzimas/proteinas codificadas pelo gene Funcdo da enzima
chit42 endoquitinases destroem quitina
nagl . - .
eng18B glicosaminidases destroem glicosideos
papA protéases destroem proteinas
agll proteinas formadoras de poros formam poros

2.3.2.3 Sintese de antibidticos e de outros compostos

Antibiose € um processo mediado por compostos de baixa massa molecular, que
interagem com microrganismos e afetam negativamente o seu crescimento. Nas
interacbes entre fungos, a antibiose ocorre, fundamentalmente, devido a produgdo de
metabolitos secundarios, que tém capacidade inibitoria ou fatal sobre outro fungo (Sood
et al., 2020). As espécies do género Trichoderma tém a capacidade de produzir diversos
metabolitos secundarios com esta capacidade. Dependendo da sua biossintese, estes
compostos podem ser classificados em peptaibols, policetideos ou terpenos (Sood et al.,
2020; Tyskiewicz et al., 2022).

Peptaibols sdo péptidos lineares (Tamandegani et al., 2020), biologicamente ativos,
produzidos por alguns fungos, como Trichoderma spp., com fungdo antibidtica e
antifangica. Estas moléculas sdo capazes de formar canais nas membranas
citoplasmaticas, o que leva ao aumento da permeabilidade da membrana, levando,
consequentemente, a morte celular por vazamento citoplasmatico (Castro & Micaeilo,
2014; Tamandegani et al., 2020).

A espécie Trichoderma atroviride é capaz de produzir varios antibioticos, que
incluem atroviridins A~C e neoatroviridins A~D, que pertencem ao grupo dos
peptaibols. Estes antibidticos apresentam forte atividade antifngica contra alguns
patogénicos, que incluem Fusarium oxysporum, Collectotrichum dematium e Curvularia
inaqualis; e moderada atividade antifingica contra Verticillium dahliae, Aspergillus niger
e Cladosporium sp. (Oh et al., 2002).

Policetideos estdo relacionados com respostas de defesa, apresentado um papel
importante na defesa, resisténcia ao stress e estabilidade mecanica, pela estabilizacdo da
parede celular. Além disso, alguns parecem estar envolvidos no desenvolvimento sexual
(Atanasova et al., 2013).
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A espécie T. atroviride contém pelo menos um gene (pks4) relacionado com a
producdo de policetideos, que sdo especialmente toxicos para Rhizoctonia solani (Abbas
etal., 2022).

A espécie T. atroviride consegue emitir diversos compostos organicos volateis que
apresentam atividade anti-fungica contra Fusarium oxysporum. Estes compostos
incluem: 3-heptanona, 2-pentil-furano, p-felandreno (terpeno), 3,5,5-trimetil-

ciclohexano, entre outros (Rao et al., 2022).

2.3.2.4 Competicdo por espaco e nutrientes

Os microrganismos necessitam de espaco e de nutrientes para crescer e completar
0 seu ciclo biolégico. Quando os recursos sao limitados, microrganismos com

necessidades fisiologicas semelhantes competem pela nutrigdo (Sarma et al., 2014).

Os fungos antagonistas e em particular Trichoderma spp., podem privar 0s agentes
patogénicos de nutrientes e de espaco ao colonizar um habitat comum, o qual pode incluir

tecidos vegetais, rizosfera ou a filosfera (Ghorbanpour et al., 2018).

De modo geral, até certo ponto, todos os fungos apresentam capacidade de competir
por nutrientes e espaco. Esta capacidade depende das propriedades do organismo e da
adaptacdo a planta hospedeira e ao ambiente. No entanto, algumas espécies fazem-no

mais eficazmente do que outras (Tyskiewicz et al., 2022).

Algumas espécies antagonistas, como é o caso de Trichoderma spp., sdo mais
eficazes que as espécies patogénicas a competir por espaco e nutrientes. Neste caso, 0
antagonista tem estratégias eficazes de colonizacdo das plantas e permanece em alta
densidade populacional na zona de sobreposicdo de habitat (Ghorbanpour et al., 2018;
Sood et al., 2020).

Espécies do género Trichoderma colonizam varios tipos de substrato mais
rapidamente que alguns patogénicos, limitando o seu crescimento (Oszust et al., 2020).
Os fungos do género Trichoderma, em particular, crescem rapidamente em glucose e
sacarose (Jaroszuk-sciset et al., 2019). A utilizacdo eficaz dos nutrientes depende da
habilidade de Trichoderma spp. em produzir energia a partir do metabolismo de hidratos
de carbono, tais como celulose, quitina, glucano e glucose (Mahmood & Kataoka, 2018).

Os exsudatos radiculares sdo particularmente abundantes em hidratos de carbono,
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aminoéacidos, acidos orgéanicos, vitaminas, ferro, entre outros (Alabouvette et al., 2009;
Sarrocco et al., 2009).

Trichoderma spp. apresentam maior habilidade em mobilizar e absorver nutrientes
do solo do que muitos outros microrganismos (Gajera & Domadiya, 2013). Este aspeto
esta relacionado com a biossintese de acido glucénico, citrico e de outros acidos
organicos, que diminuem o pH do solo e aumentam a solubilizacdo de nutrientes,

essencialmente ferro, manganés e magnesio (Vinale et al., 2008).

O ferro é um elemento essencial para o desenvolvimento dos fungos patogénicos.
Trichoderma spp. é capaz de produzir moléculas com a capacidade de captar metais
(sideroforos), com a capacidade de formar quelatos muito mais estaveis com o ferro. Isto
altera a disponibilidade de ferro para os outros microrganismos, o que faz aumentar a
competicdo pelo elemento (Abbas et al., 2022; Santos, 2012). A capacidade de
biocontrolo de Trichoderma spp. contra Rhizoctonia solani é influenciada pela
competicdo pelo ferro, conseguindo o antagonista aceder mais eficazmente as

quantidades limitadas de ferro disponiveis na rizosfera (Abbas et al., 2022).

2.3.2.5 Inducéo da resisténcia das plantas em resposta a stresses biéticos

As plantas tém a capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia, em resposta
a fatores de stress bidticos e abioticos (Avilés et al., 2011). Dependendo da circunstancia,
as respostas de defesa da planta sdo desencadeadas pela ativacdo de uma complexa rede
de transducéo de sinal, através da producdo de acido salicilico, &cido jasménico, por vezes
etileno ou outras fitohormonas (Abbas et al., 2022).

Um dos mecanismos de defesa desenvolvido € a resisténcia sistémica adquirida
(RSA), pela qual o ataque inicial de um agente patogénico desencadeia respostas de
defesa locais e a formacado de um sinal sistémico pela planta. Apds a recec¢do interna deste
sinal, outras partes da planta tornam-se mais resistentes a ataques de varios patogénicos.
A RSA depende da producdo e da resposta ao acido salicilico (Avilés et al., 2011). A
RSA ¢ ativada, geralmente contra doencas provocadas por microrganismos biotréficos,
ou seja, que dependem da planta viva (Abbas et al., 2022).

Outro mecanismo que pode ocorrer € a resisténcia sistémica induzida (RSI), em
que ndo sdo observados efeitos diretos da colonizacdo pelo agente de controle bioldgico.

No entanto, posteriormente, as estratégias de infecdo dos patogénicos sdo neutralizadas
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pelas respostas de defesa da planta. A RSI depende da resposta ao acido jasmoénico e ao
etileno (Avilés et al., 2011). A RSI é ativada, geralmente contra doencas provocadas por
microrganismos necrotroficos, ou seja, que se alimentam de células mortas ou que

provocam a morte da planta (Abbas et al., 2022).

Espécies do género Trichoderma sdo capazes de induzir, as plantas, um tipo de
resposta de defesa hibrida de RSA e RSI (Abbas et al., 2022; Avilés et al., 2011), através
da colonizacao da rizosfera e do estabelecimento de uma relacdo estavel com a planta
hospedeira (Sood et al., 2020; Zeilinger et al., 2016).

Trichoderma spp. liberta enzimas que degradam polissacarideos das plantas,
colonizam as raizes, usam a sacarose como fonte de carbono e produz indutores
(moléculas relacionadas com a inducdo de resisténcia) que induzem os mecanismos de
resisténcia na planta (Abbas et al., 2022). A ativacdo de respostas nas plantas através de
indutores leva a alteracGes fisicas, bioquimicas e moleculares, que funcionam como

mecanismos de defesa (Tyskiewicz et al., 2022).

Estas alteragdes levam, por exemplo, & indugdo de lignificacdo e deposicdo de
calose, reforcando a parede celular das plantas, que funciona como barreira fisica contra

0s agentes patogenicos (Abbas et al., 2022; Tyskiewicz et al., 2022).

Diversas espécies de plantas, apresentaram maior resisténcia na presenca de
Trichoderma spp., incluindo T. atroviride (Harman et al., 2004). T. atroviride, em cevada,
levou a expressdo do gene Ech42 (que codifica a enzima endoquitinase), por parte da
planta, o que a tornou mais resistente a Fusarium spp. (Benitez et al., 2004). Igualmente,
T. harzianum, em tabaco e batata, levou a expressdo do gene Chit42 (que codifica a
enzima quitinase), pela planta, o que levou a formacéo de plantas tolerantes ou totalmente
resistentes a Rhizoctonia solani (Sood et al., 2020). Outros autores reportaram que
T. atroviride é capaz de induzir, as plantas, resisténcia contra Rhizoctonia solani (Abbas

et al., 2022) e contra Fusarium oxysporum (Kappel et al., 2022).
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3 OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia do sistema de filtracdo lenta em
areia pela introducéo de um microrganismo antagonista no filtro — o fungo Trichoderma
atroviride. Pretende-se estudar a capacidade supressiva do filtro melhorado, sobre dois
fungos fitopatogénicos, Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum, integrado num

sistema de cultivo sem solo de pepino (Cucumis sativus L.).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Ensaios preliminares

4.1.1 Escolha da cultivar do pepino

Inicialmente, foi necessario encontrar uma variedade suscetivel a Rhizoctonia
solani, para poder avaliar os resultados a nivel de controlo da doenca. Para determinar a
cultivar mais sensivel & doenca, foi feito um ensaio preliminar onde foram testadas quatro
variedades comerciais de pepino: ‘Marketer’, ‘Odys’, ‘Sagro’ e ‘Triumf” (Semillas Fito,

Espanha).

4.1.1.1 Modalidades e desenho experimental

Este ensaio preliminar incluiu duas modalidades:
1. (P7) — Sem adic&do de nenhum agente patogénico.
2. (P") — Com inoculagéo de Rhizoctonia solani,

4.1.1.2 Preparacao dos alvéolos, sementeira e inoculagéo

Cada modalidade foi constituida por um tabuleiro com 4 filas, com 10 alvéolos cada
uma. Os alvéolos foram cheios com turfa loura (Hansa Torf, Floragard, Alemanha), com
0 pH ajustado a 7, através da adi¢do e mistura de 3 g.L de carbonato de calcio (CaCOs)
(Merck, Alemanha).

Na modalidade 1 (P~) ndo foi adicionado nenhum agente patogénico. No tabuleiro
da modalidade 2 (P*) foi adicionado um disco, com 6,5 mm de didmetro interno, de PDA

contendo micélio de Rhizoctonia solani em cada um dos alvéolos.

De seguida, foi feita a sementeira em ambos os tabuleiros. Em cada fila de cada

tabuleiro foi semeada uma das cultivares, colocando 5 sementes por alvéolo.

4.1.2 Obtencao do patogénico Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum foi isolado a partir de plantas de espinafre infetadas de ensaios
que decorreram paralelamente no Horto da Universidade do Algarve. Primeiramente, a
cultura foi identificada macro e microscopicamente com o auxilio de uma chave
dicotomica para identificacdo de fungos (Watanabe, 2002). Para confirmar os resultados,
foi feita analise molecular. Foi feita a extracdo do ADN, através da utilizacdo de um kit
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de extracdo (DNeasy® Plant Pro Kit, Qiagen). Apos a extracdo, o ADN foi amplificado
por polymerase chain reaction (PCR). O produto do PCR foi depois enviado para um
laboratorio para obtencdo da sequenciagdo do ADN. A partir da sequenciagdo,

comprovou-se que a espécie era de facto Fusarium oxysporum.

4.1.3 Ensaios de antagonismo in vitro

Para avaliar a capacidade antagonista do fungo Trichoderma atroviride contra 0s
patogénicos Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum, foram primeiramente feitos

ensaios de antagonismo in vitro.

O fungo T. atroviride foi isolado de composto de residuos agro-industriais, obtido
na Universidade do Algarve (Coelho et al., 2020). O patogénico R. solani foi cedido pela
Universidade de Barcelona e F. oxysporum foi isolado a partir de plantas de espinafre

infetadas e identificado através de analise molecular.

A avaliacdo foi feita através do método de confronto direto, em placas de Petri
contendo potato dextrose agar (PDA). Foram inoculados dois discos (6,5 mm de
didmetro) por placa: um com micélio do agente patogénico (R. solani ou F. oxysporum)
e 0 outro com o micélio do antagonista (T. atroviride), distanciados 3 cm entre si. Os raios
das zonas de crescimento de cada fungo foram medidos diariamente. A percentagem de

inibicdo (IP) foi calculada de acordo com a equacao 4.1.

__ (Rc—R1)
- Rc

Equacdo 4.1: IP x 100

Onde,
Rc — Raio da zona de crescimento do patogénico que cresceu isoladamente (mm);
R1 — Raio da zona de crescimento do patogénico que cresceu na presenca do

antagonista (mm).

No final do ensaio, avaliou-se o tipo de interacéo entre colénias de acordo com uma

classificagdo definida por Magan e Lacey (1984).
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4.1.4 Determinacdo da granulometria do material filtrante

A granulometria do material filtrante foi previamente determinada por crivagem.
Para tal, utilizou-se uma série de crivos com as seguintes dimens6es da malha (mm): 16;
10; 5; 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,125 (Martinez, 1992).

Crivaram-se, em triplicado, cerca de 200 g de amostra de material filtrante (areia e
gravilha), com um agitador mecanico (Retsch, A5200 digit) durante 10 minutos, com
agitacdo intermitente. No final da crivagem, o material recolhido em cada crivo foi

pesado.
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4.2 Ensaios principais

4.2.1 Modalidades e desenho experimental

Os ensaios principais foram constituidos por oito modalidades. As modalidades dos

ensaios estdo sistematizadas no quadro 4.1.

Quadro 4.1 — Modalidades dos ensaios principais

Modalidade* Filtro de areia Trichoderma atroviride Patogénico
1. FTP* + + +
2. F TP~ + + -
3. FTP* + - +
4. F*TP- + - -
5. FT*P* - + +
6. F TP~ - + -
7.FTP* - - +
8.F TP - - -

*F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, patogénico; +/—, presenca ou auséncia.

Foram feitos oito ensaios com Rhizoctonia solani, que decorreram entre novembro
de 2019 e janeiro de 2021 e foram instalados cinco ensaios com Fusarium oxysporum,
que decorreram entre fevereiro e julho de 2021. Cada ensaio teve a duracdo aproximada

de trés semanas.

O filtro de areia consistiu num tubo de PVC com 1 m de altura e 10 cm de didametro,
preenchido com o material filtrante (6 dm?®), constituido por areia fina (areia de silica
calibrada, Maxmat), deixando 5 cm no topo do tubo por preencher. Na base do tubo foi
colocada uma camada de gravilha com 10 cm de altura (anexo I). Nas modalidades sem

filtro (5 — 8) foram instalados tubos de PVC com as mesmas caracteristicas, mas vazios.

O antagonista Trichoderma atroviride foi adicionado em suspensdo aquosa, na
concentragdo de 108 conidios.mL™, calculada de acordo com o volume do filtro (6 L).
Nas modalidades com filtro (1 e 2), a suspenséo foi aplicada diretamente no filtro. Nas

modalidades sem filtro (5 e 6), a suspenséo foi aplicada na solucéo nutritiva.
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O agente patogénico (R. solani ou F. oxysporum) foi adicionado a jusante da calha
de drenagem, antes da entrada da drenagem no tubo PVC, em vasos com 0 mesmo

substrato usado nas plantas.

4.2.2 Sistema de cultivo

O sistema de cultivo foi instalado em estufa, no Horto da Universidade do Algarve
no Campus de Gambelas (figura 4.1; anexo I1).
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Figura 4.1 — Esquema completo do sistema de cultivo utilizado. 1 — calha; 2 — vaso; 3 —
plantas de pepino, (Cucumis sativus L. ‘Marketer”); 4 — microtubo; 5 — drenagem; 6 —
substrato com o patogénico, somente nas modalidades P*; 7 — tubo PVC com filtro nas
modalidades F* e sem filtro nas modalidades F~; 8 — estrutura de saida (tubo PE 4”); 9 —
depdsito de recolha da drenagem (10 L); 10 — bomba; 11 — tubo de rega. Setas pretas
representam a direcdo da circulacdo da solucdo nutritiva.

O sistema de cultivo foi composto por oito calhas (figura 4.1 — 1), uma por
modalidade. Cada calha serviu de suporte a cinco vasos (figura 4.1 —2). No inicio de cada
ensaio, os vasos foram cheios com turfa loira (Hansa Torf, Floragard, Alemanha),
esterilizada e com o pH ajustado para um valor proximo de 7, através da adicdo de 3 g.L-
! de carbonato de célcio (CaCQOs). O tratamento térmico aos substratos consistiu na
colocagdo numa estufa de secagem a 105°C, durante pelo menos 24 horas. Em cada vaso
foram semeadas cinco sementes bioldgicas de pepino (Cucumis sativus L. ‘Marketer”)
(Semillas Fitd, Espanha) (figura 4.1 — 3).
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A rega foi feita por gota-a-gota, com um gotejador por vaso (figura 4.1 — 4), com o
seu débito ajustado de modo a manter um caudal constante de drenagem (figura 4.1 — 5)

através do filtro (para impedir que este secasse).

As calhas foram posicionadas sobre uma bancada ligeiramente inclinada e elevada
em relacdo aos filtros. Os vasos com o agente patogénico (modalidades P+) foram
colocados a jusante das calhas (figura 4.1 — 6). Os tubos PVC, com ou sem material
filtrante, foram alinhados com as calhas, de modo a receberem a drenagem de cada calha
(figura4.1—7). O sistema de cultivo foi instalado em regime fechado, ou seja, a drenagem

foi constantemente reutilizada.

A drenagem circulou pelos filtros, por gravidade através da areia nos filtros
(modalidades 1 a 4) ou através do tubo sem areia (modalidades 5 a 8), até a saida. A
estrutura de saida era constituida por um tubo de PE 4" (figura 4.1 — 8), que ligava o
fundo do filtro a um depdsito (10 L) (figura 4.1 — 9), onde se encontrava uma bomba
elétrica submersivel (figura 4.1 — 10). A partir desse deposito, a solugdo nutritiva foi
constantemente recirculada pela bomba, até aos gotejadores, mantendo a rega constante
(figura 4.1 —11).

4.2.3 Manutencao das culturas de microrganismos

Para que pudessem ser testados, os fungos utilizados nos ensaios foram sendo
replicados, procurando manté-los em culturas puras, sem contaminacfes e virulentas.
Para tal, os fungos foram cultivados em laborat6rio, em placas de Petri, em meio de
cultura PDA (Potato Dextrose Agar) e CMA (Corn Meal Agar). As culturas foram

mantidas numa estufa de incubacéo a 26°C.

Para a sua preparacdo, os meios de cultura foram pesados em pd, para um baldo de
Erlenmeyer, de acordo com o volume de meio pretendido. Foi adicionada agua destilada,
seguindo-se a sua esterilizacdo na autoclave, a 120°C, durante 20 minutos. Apds a
esterilizacdo, o meio de cultura foi distribuido para placas de Petri de 90 mm, na camara
de fluxo laminar (BH-EN 2005, FASTER).
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4.2.4 Preparacgéo da suspenséo de Trichoderma atroviride

Previamente a instalacéo de cada ensaio foi feita uma suspensdo de conidios de T.

atroviride (figura 4.2). A suspensdo foi obtida atraves do esfregaco e lavagem de culturas

puras que cresceram em placas de Petri, em meio de cultura PDA (figura 4.3).

g

i | -

L

Figura 4.2 — Suspensdo de conidios de Figura 4.3 — Esfregaco de uma cultura de
Trichoderma atroviride. Trichoderma atroviride, em agua.

A suspensao foi preparada mediante a adicdo de 50 mL de &gua a placa de Petri
com T. atroviride suficientemente desenvolvida. Com uma ansa de vidro esterilizada, o
fungo foi separado do meio de cultura (figura 4.3). Este processo foi repetido até que se
obtivesse 0 volume de suspensdo necessario, que dependeu da concentracdo de conidios

que se obteve ao fazer a suspenséo.

A concentracgdo de conidios da suspensédo foi medida através da sua contagem com
0 auxilio de uma camara de Neubauer, ao microscopio (x 400) (Labovert FS, Leitz,
Alemanha). Apés contagem dos conidios de cada quadrado pequeno alternando a direcao

de linha para linha, foi determinada a sua concentracao, recorrendo & equacao 4.2.

Numero total de conidios

x 4 x10°

Equacdo 4.2: C=

~ Namero total de quadrados pequenos
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Apbs o calculo da concentracdo de conidios, calculou-se o volume total de
suspensdo necessario, de modo a obter uma concentracéo final de 10 conidios.mL™ no

filtro. Para o que se usou a seguinte equacéo 4.3.
Equacéo 4.3: CixV;=C¢x Vg

Onde,

Ci — Concentragéo inicial (conidios.mL™);
Vi — Volume inicial (mL);

Ct — Concentragdo inicial (conidios.mL™);
Vs— Volume inicial (mL).

A concentracdo inicial foi obtida através da contagem na cdmara de Neubauer. O
volume final da suspensdo foi calculado para o volume dos filtros (6 L), para as
modalidades 1 e 2 (ambas F*T*) e modalidades 5 e 6 (ambas F~T*). A concentracéo final
desejada era 10° conidios.mL™. O volume inicial obtido foi o volume de suspensdo

necessario a preparar.

4.2.5 Cultivo dos agentes patogénicos em substrato

Os agentes patogénicos Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum foram cultivados
in vitro, em placas de Petri de vidro com turfa loura, 7 dias antes da instalagdo de cada

ensaio.

O pH da turfa loura foi corrigido através da adigio de 3 g.L* de carbonato de célcio
(CaCO0s3). Foram colocados 40 mL de turfa por placa de Petri (figura 4.4). As placas de
Petri de vidro com a turfa loura foram depois esterilizadas em autoclave, a 120°C, durante

20 minutos.

Apos o processo de esterilizacdo foram colocados assepticamente 4 fragmentos de
micélio do agente patogénico por placa de Petri, em pelo menos 4 placas. As placas foram
seladas com parafilm e colocadas numa estufa de incubacao a 26°C. Uma semana apos a
inoculagdo, o agente patogénico tinha ocupado grande parte da placa de Petri (figura 4.5)

e em condicOes para ser utilizado no respetivo ensaio.
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—
Figura 4.4 — Placas de Petri com turfa Figura 4.5 — Crescimento de Rhizoctonia
loura, esterilizadas. solani em turfa loura (5 dias apos

inoculacéo).

4.2.6 Parametros medidos

4.2.6.1 Severidade da doenca

A severidade da doenca foi avaliada em cada ensaio, cerca de duas semanas apés a
emergéncia das plantas. Para tal, estas foram removidas dos vasos e as suas raizes

separadas do substrato.

A severidade da doenca de cada planta foi avaliada segundo uma escala visual de

sintomas (figura 4.6).

Figura 4.6 — escala visual de sintomas usada para
1 —auséncia de sintomas; 2 — lesdes leves; 3 — lesBes graves; 4 — morte pds-emergéncia;
5 — morte pré-emergéncia.
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4.2.6.2 Incidéncia da doenca
A auséncia ou presenca da doenca, de cada planta, foi avaliada segundo uma escala

visual: 0 — auséncia da doenca; e 1 — presenca da doenca.

Foi calculado o numero de plantas infetadas, por vaso, pela contagem das plantas
com presenca de doenga. Foi calculada a percentagem de plantas infetadas por vaso (p),
de acordo com a equacdo 4.4.

Equagéo 4.4 p= Numero de plantas infetadas (% )

Numero de plantas germinadas

A incidéncia da doenca (DI) foi depois calculada a partir do valor da percentagem
(p), que foi depois transformado, utilizando a equacéo 4.5, para analise estatistica com

analise da variancia e teste de Duncan.

Equacdo 4.5: DI = arcsen(\/ﬁ)

Esta transformacdo dos valores obtidos foi feita devido ao facto dos resultados
estarem expressos em percentagem. Quando valores de 0% ou 100% s&o frequentes, é
recomendado utilizar a transformacéo dos valores. O efeito desta transformacéo ocorre
essencialmente nas extremidades da distribuicdo, expandindo as extremidades da escala
(Holland, 2017).

4.2.6.3 Eficacia, consisténcia e indice de controlo biol6gico (BCI)

A eficacia (E), por vaso, foi calculada através da equacéo 4.6.

Equacao 4.6: E=100-p (%)

A consisténcia (C) foi igual ao desvio padrdo da eficacia, considerando a média por

modalidade, calculada segundo a equacao 4.7.

Y, (X -Mp)?
n

Equacdo 4.7: C=
Onde,
> — Somatdrio de todos os termos, desde a primeira posicao (i=1) até a posicéo n;
Xi— Valor na posi¢éo i no conjunto dos dados;
Ma — média aritmética dos dados;

n — quantidade de dados.
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O indice de controlo bioldgico (BCI), por modalidade, foi calculado segundo a

equacéo 4.8.

Equacéo 4.8: BCI = g

4.2.6.4 Calculos e analise estatistica

Os calculos das médias, erros padréo, indices e outros, bem como os quadros e 0s
graficos foram realizados usando o Software Microsoft® Excel 2012 (Microsoft
Corporation).

A andlise estatistica foi feita recorrendo ao programa estatistico IBM® SPSS®
Statistics 26, para efetuar as analises de variancia e os testes de Ducan, quando se
compararam mais do que duas médias; e os testes t-Student quando se compararam
somente duas médias. Neste programa foram também calculadas as correlacBes e as

analises de variancia multifatoriais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios preliminares

5.1.1 Sensibilidade de quatro cultivares de pepino (Cucumis sativus L.)

a doenca causada por Rhizoctonia solani

5.1.1.1 Severidade da doenca

Foi calculada a severidade da doenca, por alveolo, para cada uma das quatro
cultivares de pepino testadas, em funcdo da presenca e da auséncia de Rhizoctonia solani
e feita a analise da variancia dos resultados (figura 5.1). O quadro resumo da andlise da

variancia esta apresentado em anexo (anexo IlI).

4,0

3,5 b

3,0

25 Ib Ib
2,0

15

1.0 a a a a
0,0

'Marketer' 'Odys' 'Sagro' Triumf'

Severidade da doenca

® Sem Rhizoctonia solani Com Rhizoctonia solani

Figura 5.1 — Severidade média da doenca de cada uma das quatro cultivares, em funcéo
da presenca e da auséncia de Rhizoctonia solani. Média + erro padréo; n=10; médias com
letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Duncan
(p=0,05).

De acordo com os resultados, foi evidente que a severidade da doenca foi superior
na cultivar ‘Marketer’. Isto sugere que esta cultivar ¢, de entre as quatro testadas, a que
apresentou sintomas mais severos na presenca da mesma quantidade de inoculo de

R. solani.
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5.1.1.2 Incidéncia da doenca

Foi calculada a incidéncia da doenca, por alvéolo, para cada uma das quatro
cultivares de pepino, em funcédo da presenca e da auséncia de Rhizoctonia solani (quadro
5.1). O quadro resumo da andlise da variancia esta apresentado em anexo (anexo Il1).
Quadro 5.1 — Incidéncia média da doenca de cada uma das quatro cultivares, em fungédo

da presenca ou auséncia de R. solani. Em cada coluna, médias com letras iguais nédo
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Duncan (p=0,05).

Cultivar Sem Rhizoctonia solani  Com Rhizoctonia solani
Cucumis sativus cv. ‘Marketer’ 0,00a 1,202
Cucumis sativus cv. ‘Odys’ 0,00a 126a
Cucumis sativus cv. ‘Sagro’ 0,002 110a
Cucumis sativus cv. ‘Triumf’ 0,00a 120a

De acordo com estes resultados, é possivel observar que nenhuma planta da
modalidade sem R. solani foi infetada, tal foi indicado também pelos resultados da
severidade da doenca.

Por outro lado, na modalidade com R. solani ndo se verificaram diferencas na
incidéncia da doenca entre cultivares. Isto indica que, independentemente da cultivar, a

taxa de plantas infetadas foi idéntica.

5.1.1.3 Conclusodes

Apesar de se terem verificado diferencas entre as cultivares de pepino testadas
quanto a severidade da doenca, 0 mesmo ndo aconteceu para a incidéncia da doenca. Isto
indica que, apesar da taxa de plantas infetadas ter sido idéntica, os sintomas foram mais

severos na ‘Marketer’.

Por isso, decidiu-se utilizar plantas de ‘Marketer’ nos ensaios principais deste
trabalho, pois de acordo com os resultados, as plantas desta cultivar parecem ser melhor

indicadoras da severidade da doenca, de entre as quatro cultivares testadas.
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5.1.2 Ensaios de antagonismo in vitro

A média do raio de crescimento do micélio nas placas de Petri, ao terceiro dia ap6s

a inoculacdo, esta apresentado na figura 5.2.

Trichoderma atroviride

Rhizoctonia solani

Fusarium oxysporum

I

15 20 25 30 35
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Figura 5.2 — Rt, média do raio de crescimento total do antagonista Trichoderma
atroviride; R1, média do raio de crescimento do patogéenico que cresceu na presenca do
antagonista; e Rc, média do raio de crescimento do patogénico que cresceu isoladamente.
Média + erro padrdo; n=3.

O antagonista T. atroviride teve um raio médio de crescimento de 32 mm.

O patogénico R. solani teve um raio de 33 mm na auséncia do antagonista, e de 20
mm na sua presenca. Por isso, na presenca do antagonista, R. solani teve o seu

crescimento limitado, tendo apresentado um raio de crescimento 13 mm mais pequeno.

O patogénico F. oxysporum, este patogénico teve um raio de crescimento de 16 mm
na auséncia de T. atroviride e de 11 mm, na presenca. Na presen¢a do antagonista, o
patogénico teve o seu crescimento limitado, tendo apresentado um raio de crescimento 5

mm mais pequeno.
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A percentagem de inibicdo (figura 5.3) foi diferente nos dois patogenicos, tendo
sido cerca de 28% para Fusarium oxysporum e 40% para Rhizoctonia solani. Estes
resultados sugerem que o antagonista Trichoderma atroviride tem melhor capacidade em

controlar o crescimento de Rhizoctonia solani do que o de Fusarium oxysporum.
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Figura 5.3 — Percentagens de inibi¢do de Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani no
confronto com o antagonista Trichoderma atroviride.

Outros autores verificaram que o antagonista T. atroviride foi capaz de inibir
R. solani com uma percentagem de inibicdo ainda maior, cerca de 60%. Além disso,
varios antagonistas testados, T. atroviride foi o que causou a maior percentagem de
inibicdo de R. solani (Coelho et al., 2020). Isto mostra, a forte capacidade antagonista de

T. atroviride contra esse patogénico.

Aos 7 dias ap0s a inoculacdo, o tipo de interacdo entre 0 antagonista e 0s agentes
patogénicos foi de tipo E, de acordo com a classificacdo de Magan e Lacey (1984). Este
tipo de interacdo caracteriza-se pela inibicdo de uma das espécies em contacto,

continuando o antagonista a crescer, a uma taxa mais reduzida sobre a colonia inibia.
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5.1.3 Determinacao da granulometria do material filtrante

A figura 5.4 representa a percentagem, em peso, por classe de granulometria da

areia e da gravilha utilizadas nos filtros.
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Figura 5.4 — Percentagem, em peso, por classe de granulometria da areia e da gravilha
utilizadas nos filtros.

De acordo com os resultados, cerca de 55% (p/p) da areia era constituida por
particulas com granulometria entre 0,25 e 0,5 mm e cerca de 35%, por particulas entre
0,5 e 1 mm. No caso da gravilha, cerca de 55% (p/p) das particulas apresentaram uma

granulometria entre 5 e 10 mm e cerca de 45%, entre 10 e 16 mm.

Além disso, com base nestes resultados, foi calculado o tamanho efetivo das
particulas (D1o) e o0 coeficiente de uniformidade (CU) para a areia e para a gravilha usadas
no filtro (quadro 5.2). Verificou-se que o tamanho efetivo das particulas da areia foi
ligeiramente inferior ao recomendado (quadro 2.6).

Quadro 5.2 — Tamanho efetivo das particulas e coeficiente de uniformidade dos materiais
utilizados no filtro.

Parametro Areia Gravilha
Tamanho efetivo das particulas (D1o) 0,13 mm 2,53 mm
Coeficiente de uniformidade (CU) 1,46 1,04

Tamanho efetivo das particulas (Do): didmetro das particulas abaixo do qual 10% das mesmas sdo as mais pequenas.
Coeficiente de uniformidade (CU): Dgo/Dao.
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5.2 Ensaios com o0 agente patogénico Rhizoctonia solani

5.2.1 Severidade da doenca

Para cada ensaio com Rhizoctonia solani, foi calculada a severidade da doenca, por
modalidade (quadro 5.3). Os quadros resumo da andlise da variancia estdo apresentados
em anexo (anexo V).

Quadro 5.3 — Severidade da doenga causada por Rhizoctonia solani em cada um dos

ensaios, por modalidade. Em cada coluna, os valores das médias com letras iguais ndo
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Duncan (p=0,05).

Modalidade™ eni;io enizio enss);io eni:lio enggio enEsS;io enzzio enzzio Media
1. FTP* 15ab 1,0a 10a 13a 10a 10a 11a 12ab 112a
2.F TP 10a 10a 10a 10a 10a 10a 10a 10a 100a
3. FTP 2,3b 33b 18b  40b 2,7b 21b 10a 14ab 224b
4 FTP- 10a 10a 10a 10a 10a 10a 10a 10a 100a
5. FTP* 13a 10a 10a 13a 10a 10a 11a 13ab 11la
6. F TP 10a 10a 10a 10a 10a 10a 10a 1,0a 100a
7.F TP 42c¢ 30b 39c¢ 10a 39c 25b 15b 16b 277c
8. F TP 10a 10a 10a 10a 10a 10a 10a 10a 100a

*F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Rhizoctonia solani; +/—, presenc¢a ou auséncia.

A partir destes resultados é possivel observar que a severidade da doenca foi sempre
1,00 nas modalidades 2, 4, 6 e 8 (P~), em todos os ensaios. Isto significa que as plantas
destas modalidades nunca apresentaram sintomas de rizoctonia, o que esta de acordo com
o facto de nestas modalidades ndo ter sido inoculado o patogénico R. solani, e por isso,
as plantas nao foram infetadas. Isto permite comprovar que ndo existiram contaminacdes

entre as modalidades.

Verificou-se que no primeiro, terceiro e quinto ensaios (quadro 5.3), ocorreu um
padrdo semelhante ao registado para a média de todos 0s ensaios. Nestes ensaios, a
modalidade 3 (F*T-P*) apresentou uma severidade significativamente superior as
restantes, exceto em relacdo a modalidade 7. A modalidade 7 (F"T-P*), apresentou uma
severidade significativamente superior a de qualquer outra modalidade. Estas
modalidades, 3 e 7, ndo continham T. atroviride e continham R. solani. No entanto, a
modalidade 3 dispunha de areia no filtro, e a modalidade 7 ndo. Isto sugere que o sistema

de filtracdo permitiu a reducdo da severidade da doenca, ainda que parcialmente. Por
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outro lado, nas modalidades 1 (F*'T*P*) e 5 (F"T*P*), a severidade foi significativamente
inferior a das modalidades 3 e 7, e igual a das modalidades 2, 4, 6 e 8 (P"). Isto sugere
que a presenca de T. atroviride permitiu controlar completamente a severidade de R.

solani.

Nos restantes ensaios (segundo, quarto, sexto, sétimo e oitavo), este padrdo néo foi
tdo pronunciado. Contudo, as modalidades 3 (F'T-P*) e 7 (F"T-P*) apresentaram, quase
sempre, uma severidade significativamente superior a das restantes modalidades (1, 2, 4,

5, 6, e 8), mesmo que ndo tenham apresentado diferencas significativas entre si.

A média da severidade da doenga de todos os ensaios, por modalidade esta

representada na figura 5.5.
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Figura 5.5 — Média da severidade da doenca, de todos os ensaios, por modalidade. Média
+ erro padrdo; n=40; médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de Duncan (p=0,05). F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P,
Rhizoctonia solani; +/—, presenca ou auséncia.

Considerando a media de todos os ensaios (figura 5.5), a severidade da doenca foi
significativamente inferior na presenca do antagonista T. atroviride, independentemente
da presenca do filtro. Além disso, a severidade ndo foi significativamente diferente da
observada na auséncia do patogénico (modalidades 2, 4, 6 e 8), onde foi sempre igual a
1,00. Isto sugere que o antagonista T. atroviride teve a capacidade de controlar
completamente a severidade do patogénico R.solani, mesmo na auséncia do filtro. VVarios

outros autores (Abbas et al., 2022) verificaram que o antagonista T. atroviride € bastante
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eficiente em controlar o patogénico R. solani, através de varios mecanismos de
biocontrolo. Além disso, os resultados dos ensaios de antagonismo in vitro corroboram
esta observacdo, evidenciando a capacidade supressiva de T. atroviride sobre R. solani,

que apresentou uma percentagem de inibicdo de cerca de 40% (figura 5.3).

Na modalidade 7 (F"T-P*), a severidade média foi 2,77 e significativamente
superior a todas as outras modalidades. Este valor representa, provavelmente, a
severidade maxima que o patogénico R. solani conseguiu provocar nas plantas. Isto
comprova também que este patogénico tem a capacidade de se disseminar através da agua
de rega (quadro 2.3) e infetar as plantas, como foi verificado por outros autores (Lévesque
et al., 2019; Stewart-Wade, 2011). Além disso, o valor de severidade (2,77) foi
significativamente superior ao das modalidades sem o patogénico (1,00), indicando a
importancia de desinfetar a solucdo de rega, sempre que este patogénico ocorra ou para

prevenir a sua disseminacao.

Na modalidade 3 (F*T-P*), a severidade média foi 2,24, significativamente superior
a todas as modalidades, exceto em relacéo a modalidade 7. Isto sugere que o filtro sem T.
atroviride, teve, algum efeito, ainda que parcial, de controlar a severidade de R. solani.

Foi ainda calculada a percentagem de plantas com cada nivel de severidade da

doenca, por modalidade (figura 5.6).
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Figura 5.6 — Percentagem média de plantas de cada nivel de severidade da doenca
(Nivel), por modalidade. F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Rhizoctonia solani; +/—,
presenca ou auséncia.
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De acordo com estes resultados, é possivel observar que o nivel de severidade foi 1
em todas as plantas nas modalidades 2, 4, 6 e 8 (P~), como jé foi verificado anteriormente
(figura 5.5).

Nas modalidades 1 (F*T*P*) e 5 (F"T*P*), mais de 90% das plantas apresentaram
nivel 1 de severidade de doenga e nunca apresentaram o nivel 5. Na modalidade 3
(F*T-P%), cerca de 44% das plantas apresentaram um nivel de severidade superior a 1,
tendo sido 21 % de nivel 4 e 13 % de nivel 5. Isto significa que a percentagem de
mortalidade devido a doenca foi cerca de 34%. Na modalidade 7 (F"T-P*), cerca de 70%
das plantas apresentaram um nivel de severidade superior a 1, tendo quase 50% das
plantas apresentado um nivel de 4 ou 5. Isto significa que quase metade das plantas
acabaram por morrer devido a doenca. Comparando a modalidade 3 (F*'T-P*) com a 7
(F"T-P*), os dados sugerem que a presenca do filtro teve influéncia na reducdo da
percentagem de plantas com severidade da doenca superior a 1, embora e esta
percentagem seja maior do que nas modalidades 1 (F*T*P*) e 5 (F"T*P*). Além disso, a
percentagem de mortalidade foi também inferior na modalidade 3, relativamente a 7.

Para averiguar se existiram diferencas na severidade da doenca em funcdo de varios
fatores em estudo, foi feita uma analise da variancia multifatorial (quadro 5.4). Os
resultados foram calculados, considerando os dados de todos os ensaios, para os 3 fatores:
filtro, Trichoderma atroviride e Rhizoctonia solani. Cada um destes fatores teve dois
niveis (0 — auséncia e 1 — presenca).

Quadro 5.4 — Quadro resumo da analise da variancia.

Origem da variagio Soma dos C_Sraus de Quafjrgdo F Significanci
quadrados liberdade médio a
Subgrupos 124,524 7 17,789 40,733 < 0,001
Filtro 1,260 1 1,260 2,886 0,090
T. atroviride 36,131 1 36,131 82,731 < 0,001
R. solani 48,845 1 48,845 111,843 < 0,001
Filtro x T. atroviride 1,379 1 1,379 3,157 0,077
Filtro x R. solani 1,260 1 1,260 2,886 0,090
Zc')lztr:io"i”de xR, 36,131 1 36,131 82,731 < 0,001
pitro X 1. atrovinde g 379 1 1,379 3,157 0,077
Devido ao erro 127,087 291 0,437
Total 251,611 298
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De acordo com estes resultados, é possivel verificar que, tanto o fator T. atrovide,
como o fator R. solani tiveram efeitos significativos sobre a severidade da doencga. Isto
significa que a severidade da doenca variou com estes fatores, ou seja, a sua auséncia e a

sua presenca. Por outro lado, o filtro parece néo ter tido efeito na severidade da doenca.

Além disso, h& evidéncia suficiente nos dados para que se possa concluir a
existéncia de uma interagao significativa entre o fator T. atroviride e o fator R.solani. Isto
significa que a severidade da doenca na presenca ou auséncia de R. solani, depende da
presenca de T. atroviride. Por outro lado, parece ndo existir uma interacao significativa
entre os fatores filtro e T. atroviride; nem entre os fatores filtro e R.solani, e nem entre os

3 fatores.

5.2.1.1 Efeito do sistema de filtracdo na severidade da doenca

Para cada ensaio com Rhizoctonia solani foi calculada a média da severidade da

doenca, em funcdo da presenca e da auséncia de areia no tubo do filtro (figura 5.7).
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Figura 5.7 — Média da severidade da doenca, por ensaio, em fungdo da presenga ou
auséncia do elemento filtrante. Média + erro padrdo; n(ensaio) = 20; n(média) = 160.
Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
t-Student (p=0,05).

Estes resultados estdo de acordo com o que foi observado através da andlise da
variancia multifatorial (quadro 5.4), isto é, a presenca do filtro ndo teve influéncia na
severidade da doenga. Assim, o elemento filtrante por si s6 ndo foi capaz de controlar a
severidade de R. solani.
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5.2.1.2 Efeito de Trichoderma atroviride na severidade da doenca

Para cada ensaio com Rhizoctonia solani foi calculada a severidade da doenca, em

funcdo da presenca e da auséncia de Trichoderma atroviride (figura 5.8).
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Figura 5.8 — Média da severidade da doenca, por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride. Media * erro padrdo; n(ensaio) = 20;
n(média) = 160. Meédias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de t-Student (p=0,05).

Estes resultados estdo de acordo com o que foi observado através da anélise da
variancia (quadro 5.4), que indicava que a severidade da doenca foi diferente em funcéo
da auséncia e da presenca de T. atroviride. E possivel verificar que a severidade da doenca
foi significativamente inferior quando o antagonista T. atroviride estava presente, em
todos os ensaios a excec¢do do quarto, sétimo e oitavo ensaios (figura 5.8). Isto podera ter
acontecido porque, mesmo sem 0 antagonista, o patogénico ndo foi suficientemente
agressivo para provocar diferencas na severidade. E provavel que, nestes ensaios, o
patogénico ndo estivesse suficientemente virulento, visto que quase néo foram observadas

diferencas na severidade da doenca entre as diferentes modalidades (quadro 5.3).

Nos ensaios de antagonismo in vitro, observou-se que o antagonista T. atroviride
foi capaz de limitar o crescimento de R. solani, que apresentou uma percentagem de
inibicdo de 40% (figura 5.3). Alguns autores (Abbas et al., 2022; Daryaei et al., 2016;
Grinyer et al., 2005; Kullnig et al., 2000), verificaram que T. atroviride é capaz de

controlar R. solani eficazmente.
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5.2.1.3 Efeito do filtro melhorado com Trichoderma atroviride na severidade da

doenca

Para cada ensaio com o agente patogénico Rhizoctonia solani foi calculada a
severidade da doenca, em funcdo da presenca e da auséncia de Trichoderma atroviride

no sistema de filtracao e foi feita a comparagdo de médias para cada ensaio (figura 5.9).
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Figura 5.9 — Média da severidade da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride no sistema de filtracdo. Média * erro padréo;
n(ensaio) = 10; n(média) = 80. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente
entre si, de acordo com o teste de t-Student (p=0,05).

No primeiro, quarto, sétimo e oitavo ensaios nao se verificaram diferencas
significativas na severidade da doenca entre o filtro melhorado com T. atroviride e o filtro

sem 0 antagonista.

No entanto, no segundo, terceiro, quinto e sexto ensaios, a severidade da doenca foi
inferior quando foi adicionado o antagonista T. atroviride no filtro. Globalmente,
verificou-se esta resposta, 0 que sugere que o filtro foi mais eficaz no controlo da

severidade do patogénico quando o antagonista estava presente no material filtrante.

Estes resultados demostram mais uma vez a capacidade antagonista de T.
atroviride, sugerindo que este agente de controlo bioldgico pode ser utilizado no filtro

para melhoria da sua eficacia contra R. solani.
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5.2.1.4 Efeito de Rhizoctonia solani na severidade da doenca

Para cada ensaio com 0 agente patogénico Rhizoctonia solani foi calculada a
severidade da doenca, em funcdo da presenca e da auséncia de R. solani, e comparadas
as médias, para cada ensaio (figura 5.10).

35
30
25 T
b
20 b Ib b I b
b
15 Ib

1

b
a a a a a a arl a al
0,0

Severidade da doenca

[=)

0

1°Ensaio 2°Ensaio 3°Ensaio 4°Ensaio 5°Ensaio 6° Ensaio 7° Ensaio 8°Ensaio  Média
B Sem Rhizoctonia solani Com Rhizoctonia solani

Figura 5.10 — Média da severidade da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Rhizoctonia solani. Média + erro padrdo; n(ensaio) = 20; n(média) = 160.
Meédias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
de t-Student (p=0,05).

De acordo com estes resultados, a severidade da doenca foi sempre
significativamente maior na presenca de R. solani, 0 que era expectavel, e indica que nao

ocorreram contaminacdes entre modalidades.

Além disso, comprova-se novamente que o patogénico R. solani foi capaz de
circular na solucdo nutritiva e infetar as plantas, tal como verificado por outros autores
(Lévesque et al., 2019; Stewart-Wade, 2011). Por isso, na presenca deste patogénico é

necessario desinfetar a drenagem para poder reutiliza-la para rega.
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5.2.2 Incidéncia da doenca

Para cada ensaio com o agente patogénico Rhizoctonia solani foi calculada a
incidéncia da doenca, por modalidade (quadro 5.5). Os quadros resumo da analise da

variancia estdo apresentados em anexo (anexo V).

Quadro 5.5 — Incidéncia da doenca causada por Rhizoctonia solani em cada ensaio, por
modalidade. Em cada coluna, os valores das médias com letras iguais ndo diferem
significativamente entre si, de acordo com o teste de Duncan (p=0,05).

Modalidade 1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° Média
* ensaio  ensaio ensaio ensai0 ensaio ensaio  ensaio  ensaio
1. FF TPt 0,39a 0,00a 000a 039a 0,00a 000a 0,12a 041ab 0,15a

2.FTP 0,00a 0,00a 000a 000a 000a O000a 000a 000a 0,00a
3. FTP* 157b 107b 061b 131b 08lb 049b 0,00a O04lab 0,73b
4. F TP~ 0,00a 0,00a 000a 000a 000a 000a 000a 000a 0,00a
5. FTP* 0,26a 0,00a 0,00a 017a 000a 000a 0,10a 054ab 0,13a
6. F TP 0,00a 0,00a 000a 000a 000a O000a 000a 000a 0,00a
7.FTP* 157b 133c 141c 000a 120c 067b 0,75b 098b 1,03c
8.FTP 0,00a 0,00a 000a 000a 000a 000a 000a 000a 0,00a

*F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Rhizoctonia solani; +/—, presenga ou auséncia.

E possivel observar que a incidéncia da doenca foi sempre 0,00 nas modalidades 2,
4, 6 e 8 (P). Tal como observado com a severidade da doenga (quadro 5.3), estes
resultados indicam que as plantas destas modalidades nunca apresentaram sintomas de
R. solani, o que era expectavel dado ndo ter sido inoculado o patogénico nestas

modalidades. Por isso, as plantas destas modalidades ndo foram infetadas.

Destes resultados destacam-se duas modalidades: 3 (F'T-P*) e 7 (FT-P*), onde a
incidéncia da doenca foi, em praticamente todos os ensaios, significativamente superior
relativamente a das restantes modalidades, indicando que nestas modalidades, a
quantidade de plantas infetadas foi superior. No segundo, terceiro e quinto ensaios, a
incidéncia foi ainda maior na modalidade 7 (FT-P*) do que em qualquer outra
modalidade. Portanto, a presenca do filtro na modalidade 3 (F*T-P*) parece ter reduzido

a presenga de indculo do agente patogénico.
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Nas modalidades 1 (F*'T*P*) e 5 (F"T*P*), a incidéncia foi, em alguns ensaios,
superior a 0,0, mas nunca de forma significativa, o que sugere, mais uma vez, a eficacia

de T. atroviride no controlo ou limitacdo de R. solani.

A média da incidéncia da doenga de todos os ensaios, por modalidade, esta

representada na figura 5.11.
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Figura5.11 — Média da incidéncia da doenca, de todos os ensaios, por modalidade. Média
+ erro padrdo; n=40; médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de Duncan (p=0,05). F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P,
Rhizoctonia solani; +/—, presenca ou auséncia.

A média de todos os ensaios (figura 5.11) segue um padrdo semelhante ao que foi
verificado para a média da severidade de todos os ensaios (figura 5.6). Neste caso, a
incidéncia foi méxima na modalidade 7 (F"T-P*), conforme esperado, visto que nesta

modalidade ndo existia nenhum fator de controlo do patogénico.

A modalidade 3 (F*T-P*) apresentou menor incidéncia da doenca que a modalidade
7, mas maior do que as restantes modalidades. Isto parece indicar que, o filtro teve alguma

influéncia na limitacdo da disperséo de R. solani.

As modalidades 1 (F*T*P*) e 5 (F"T*P*), apresentaram menor incidéncia da doenga
que as restantes modalidades com presenca de R. solani (3. F'TP* e 7. FT-P*). Além
disso, a incidéncia nas modalidades 1 e 5 néo foi estatisticamente diferente da incidéncia

nas modalidades sem o patogénico (2, 4, 6 e 8), onde foi minima (0,00). Isto comprova,

81



Eficécia do sistema de filtragdo lenta enriquecido com Trichoderma atroviride no controlo de doengas em cultivo sem solo

Pedro Miguel Indcio Matias

mais uma vez, que o0 antagonista T. atroviride teve a capacidade em controlar a disperséo
R. solani, tal como verificado por outros autores (Abbas et al., 2022) e tal como observado

nos ensaios de antagonismo in vitro (figura 5.3).

Para averiguar se existiram diferencas na incidéncia da doenca em funcdo de varios
fatores, foi feita a andlise da varidancia multifatorial (quadro 5.6), tal como para a
severidade da doenca. Os resultados foram calculados considerando os dados de todos os
ensaios, para os 3 fatores: filtro, Trichoderma atroviride e Rhizoctonia solani. Cada um

destes fatores tinha dois niveis (0 — auséncia e 1 — presenca).

Quadro 5.6 — Quadro resumo da analise da variancia.

Somados Grausde Quadrado

Origem da variagédo ] ] F Sig.
quadrados  liberdade médio
Subgrupos 41,436 7 5,919 51,358  <0,001
Filtro 0,381 1 0,381 3,306 0,070
T. atroviride 10,273 1 10,273 89,128 <0,001
R. solani 19,809 1 19,809 171,866 <0,001
Filtro x T. atroviride 0,482 1 0,482 4,182 0,042
Filtro x R. solani 0,381 1 0,381 3,306 0,070
T. atroviride x R. solani 10,273 1 10,273 89,128 <0,001
Filtro x T. atroviride x R. solani 0,482 1 0,482 4,182 0,042
Devido ao erro 33,886 294 0,115
Total 75,323 301

De acordo com os resultados, tanto o fator T. atrovide, como o fator R. solani
tiveram efeitos significativos sobre a incidéncia da doenca. Isto significa que a incidéncia
da doenca foi diferente nos diferentes niveis destes fatores, ou seja, na sua auséncia e na

sua presenca. Por outro lado, o filtro parece néo ter tido efeito na incidéncia da doenca.

Além disso, ha evidéncia suficiente nos dados para que se possa concluir a
existéncia de uma interacdo significativa entre os fatores T. atroviride e filtro; entre T.
atroviride e R. solani; e entre os trés fatores ao mesmo tempo. Isto significa que a
incidéncia da doenca em funcdo de cada um destes fatores depende da presenca do outro
fator com o qual se analisou a intera¢do. Por outro lado, ndo se verificou a existéncia de

uma interacdo significativa entre os fatores filtro e R. solani.
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5.2.2.1 Efeito do sistema de filtracdo na incidéncia da doenca

Para cada ensaio com R. solani foi calculada a incidéncia da doenca, em funcéo da

presenca e da auséncia do filtro e comparados os resultados para cada ensaio (figura 5.12).
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Figura 5.12 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia do elemento filtrante. Média + erro padrdo; n(ensaio) = 20; n(média) = 160.
Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
t-Student (p=0,05).

A partir destes resultados, é possivel observar que a incidéncia da doenca nédo foi
estatisticamente diferente na presenca ou na auséncia do filtro. Estes resultados estdo de
acordo com o que foi observado através da analise da variancia multifatorial (quadro 5.6),

que sugerem que o filtro de areia ndo teve influéncia significativa na incidéncia da doenca.

Tal como foi observado para a severidade da doenca, estes dados sugerem que 0

filtro de areia, por si s6, ndo teve a capacidade em limitar a dispersdo de R. solani.

A aparente falta de eficicia do filtro no controlo de R. solani precisa ser
comprovada através de ensaios com outros desenhos experimentais. E provavel que taxas
de filtracdo mais lentas, ou outros materiais filtrantes, apresentem resultados melhores,
tal como foi verificado no controlo de varios outros organismos fitopatogénicos (quadro
2.8).
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5.2.2.2 Efeito de Trichoderma atroviride na incidéncia da doenga

Para cada ensaio com R. solani foi calculada a incidéncia da doenca, em funcéo da
presenca e da auséncia de T. atroviride e comparados os resultados de cada ensaio (figura
5.13).
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Figura 5.13 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride. Media * erro padrdo; n(ensaio) = 20;
n(média) = 160. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de t-Student (p=0,05).

Os resultados indicam que a incidéncia da doenga foi globalmente inferior na
presenca de T. atroviride. Isto surge de acordo com o que foi observado através da analise
da variancia multifatorial (quadro 5.6), que indica que a incidéncia da doenca foi diferente

em funcédo da presenca ou auséncia de T. atroviride.

No segundo, terceiro, quinto e sexto ensaios, a incidéncia da doenca foi 0,0 e
significativamente inferior onde T. atroviride esteve presente. Isto significa que nenhuma
planta ficou infetada quando existia T. atroviride, sugerindo que este antagonista teve a
capacidade de controlar completamente o patogénico R. solani, evitando que as plantas

fossem infetadas.

No primeiro ensaio e na média global, apesar de superior a 0,0, a incidéncia da
doenca foi significativamente inferior quando existia T. atroviride. Estes resultados

comprovam mais uma vez que o antagonista T. atroviride foi eficaz em controlar a

84



Eficécia do sistema de filtragdo lenta enriquecido com Trichoderma atroviride no controlo de doengas em cultivo sem solo

Pedro Miguel In&cio Matias

dispersdo de R. solani, tal como outros autores verificaram (Abbas et al., 2022) e como

foi observado nos ensaios de antagonismo in vitro (figura 5.3).

No entanto, nos ensaios 4, 7 e 8, ndo se verificaram diferencas significativas na
incidéncia da doenca em funcédo da presenca ou auséncia de T. atroviride. Este facto pode
indicar que, nestes ensaios, R. solani foi pouco eficaz a infetar as plantas; ou, pode indicar
que o antagonista T. atroviride néo foi tdo eficaz em controlar o patogénico.

Apesar de tudo, parece seguro afirmar que menos plantas foram infetadas por R.

solani na presenca de T. atroviride.

5.2.2.3 Efeito do filtro melhorado com Trichoderma atroviride na incidéncia da

doenca

Para cada ensaio com Rhizoctonia solani foi calculada a incidéncia da doenca, em
fungéo da presenca e da auséncia de T. atroviride no filtro e comparada para cada ensaio
(figura 5.14).
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Figura 5.14 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride no filtro. Média + erro padrdo; n(ensaio) = 10;
n(média) = 80. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de t-Student (p=0,05).

Globalmente, a incidéncia da doenca foi inferior onde o filtro de areia continha
T. atroviride. Isto significa que menos plantas foram infetadas quando o filtro continha o

antagonista. Foram observadas diferengas no segundo, terceiro, quinto e sexto ensaios.
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No entanto, este padrdo ndo se confirmou estatisticamente no primeiro, quarto,
sétimo e oitavo ensaios, onde nédo se verificaram diferencas devido a heterogeneidade de

resultados.

Ainda assim, estes resultados sugerem que o filtro foi mais eficaz quando continha

T. atroviride, tal como foi verificado para a severidade da doenca (figura 5.9).

5.2.2.4 Efeito de Rhizoctonia solani na incidéncia da doenca

Nos ensaios com Rhizoctonia solani foi calculada a incidéncia da doenca, em
funcdo da presenca e da auséncia de R. solani e feita a comparacéo de medias para cada

ensaio (figura 5.15).
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Figura 5.15 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Rhizoctonia solani. Média + erro padrdo; n(ensaio) = 20; n(média) = 160.
Meédias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
de t-Student (p=0,05).

Os resultados indicam que a incidéncia da doenca foi sempre maior na presenca de
R. solani e sempre 0,0 na sua auséncia. Enquanto estes resultados, de acordo com o
esperado, (quadro 5.1), indicam também que o patogenico inoculado foi sempre capaz de
circular na 4gua de rega e infetar as plantas, tal como foi verificado para a severidade da

doenca (figura 5.10).
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5.2.3 Correlagéo entre a severidade e a incidéncia da doenca

Para os ensaios com Rhizoctonia solani foi calculado o coeficiente de correlagédo
entre a severidade e a incidéncia da doenca (quadro 5.7). A andlise da correlagéo permitiu
perceber o qudo forte é a relacdo entre estas duas variaveis.

Quadro 5.7 — Coeficiente de correlagéo e respetiva significancia, entre a severidade e a
incidéncia da doenca por ensaio e da média dos ensaios.

1° ensaio 2° ensaio 3° ensaio
Coeficiente de correlagéo 0,857 0,954 0,949
Significancia <0,001 <0,001 <0,001

4° ensaio 5° ensaio 6° ensaio
Coeficiente de correlagdo 0,859 0,992 0,995
Significancia <0,001 <0,001 <0,001

7° ensaio 8° ensaio Média
Coeficiente de correlagdo 0,997 0,935 0,881
Significancia <0,001 <0,001 <0,001

O coeficiente de correlacdo mede a forca da associagdo entre as duas variaveis e

varia entre =1 e 1.

O quadro 5.7 mostra que o coeficiente de correlacdo variou entre 0,857 € 0,997 e a
significancia foi sempre <0,001. Estes resultados indicam que ocorreu uma correlacdo
forte e significativa entre a severidade e a incidéncia da doenca. Isto significa que quanto
maior foi a incidéncia, maior foi a severidade, ou seja, quanto mais plantas estavam

infetadas, mais severos foram os sintomas da doenca.

Outros autores observaram o mesmo padréo de correlacdo entre estas duas variaveis
(Suérez-Estrella et al., 2013). Isto permite explicar a semelhanca no padrdo que se
verificou entre a média da severidade da doenca (figura 5.5) e a média da incidéncia da
doenca (figura 5.11).

5.2.4 Eficécia e indice de controlo bioldgico

Além da incidéncia da doenca, foi calculada a reducdo da doenca. Para cada
modalidade e ensaio foi calculada a eficacia, consisténcia (desvio padrdo da eficacia) e

indice de controlo biologico (BCI) (quadro 5.8).
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Quadro 5.8 — Eficacia (E), consisténcia (C) e indice de controlo biolégico (BCI), por
ensaio e média dos ensaios, em funcdo da modalidade. Em cada coluna, os valores das
médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
de Duncan (p=0,05).

Modalidade 1° Ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio

- E C BCl E(®) C BCl E®) C BCI
1. FTP* 80ab 44,72 1,79 100b 0,00 - 100 c 0,00 -
2 EHTHP- 100b 0,00 - 100b 0,00 - 100 c 0,00 -
3. FTP 100b 0,00 - 280a 2280 1,22 61,3b 2364 259
4. FTP- 100b 0,00 - 100b 0,00 - 100 ¢ 0,00 -
5 FTP* 90ab 22,36 4,02 100b 0,00 - 100 c 0,00 -
6. F TP 100b 0,00 - 100b 0,00 - 100 c 0,00 -
7.FTP 60a 54,77 1,10 333a 47,14 0,71 10a 22,36 0,45
8.FTP 100b 0,00 - 100b 0,00 - 100 c 0,00 -
Modalidade 4° Ensaio 5° Ensaio 6° Ensaio

” E (%) C BClI E (%) C BCI E (%) C BCI
1. FTP* 80ab 44,72 1,79 100c 0,00 - 100 b 0,00 -
2 EfTHP- 100b 0,00 - 100c 0,00 - 100b 0,00 -
3.FTP* 50a 50,00 1,00 480b 2280 210 68,0b 30,33 224
4 FTP  100b 0,00 - 100c 0,00 - 100b 000 -
5 FTP* 920b 17,89 514 100c 0,00 - 100 b 0,00 -
6. F TP 100b 0,00 - 100c 0,00 - 100 b 0,00 -
7.F TP 100b 0,00 - 16,0a 894 1,79 56,0a 4336 1,29
8.FTP 100b 0,00 - 100c 0,00 - 100 b 0,00 -
Modalidade 7° Ensaio 8° Ensaio Média

*

E) C BCl E(®%) C BCl E®) C BCl

1. FTP 93b 1490 6,26 76 a 4336 1,75 91,17c 26,98 3,38
2 E TP~ 100b 0,00 - 100b 0,00 - 100c 0,00 -
3. FTP 100b 0,00 - 76a 4336 1,75 6642b 3577 1,86
4 FT-P- 100 b 0,00 - 100b 0,00 - 100 c 0,00 -
5. FT#P  950b 1118 850 68ab 4147 164 9313c 1950 477
6. F TP 100b 0,00 - 100b 0,00 - 100c 0,00 -
7. F TP 53a 36,13 1,48 36 a 24,72 148 4567a 41,43 1,10
8.FTP 100b 0,00 - 100b 0,00 - 100c 0,00 -

*F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Rhizoctonia solani; +/—, presenca ou auséncia.
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E possivel verificar que as modalidades 2, 4, 6 e 8 apresentaram, em todos 0s
ensaios, uma eficacia igual a 100, o que significa que as plantas nunca ficaram infetadas
nestas modalidades. Isto surge de acordo com os resultados da severidade (quadro 5.3) e

da incidéncia da doenca (quadro 5.5).

Considerando a média de todos os ensaios, a eficacia nas modalidades com R. solani
(P*), variou entre 45,67 e 93,13. As modalidades 1 (F*'T*P*) e 5 (F"T*P*) foram as que
apresentaram a melhor eficicia, e a modalidade 5 foi a que apresentou melhor
consisténcia. Além disso, a eficacia das modalidades 1 e 5, ndo foi significativamente
diferente das modalidades sem o patogénico (P-), onde foi maxima. O indice de controlo
biolégico (BCI) variou entre 1,10 e 4,77, sendo o valor mais elevado observado na

modalidade 5 (F"T*P*).

O valor mais baixo de eficacia foi observado na modalidade 7 (F"T-P*), cerca de
46%, significativamente inferior a qualquer outra modalidade. Além disso, o indice de

controlo bioldgico foi também o mais baixo nesta modalidade.

O filtro sem T. atroviride (3. F*'T-P*) foi cerca de 21% mais eficaz do que auséncia
de qualquer meio de controlo (7. F"T-P*). Adicionalmente, as modalidades de filtro
melhorado com o antagonista (1. F*T*P*) e T. atroviride apenas na solucgéo nutritiva (5.
F-T*P*) foram cerca de 46% e 47% mais eficazes do que a auséncia de qualquer meio de

controlo (7. F"T-P*), respetivamente.

Ao comparar a eficicia do filtro sem T. atroviride (3. F*'T-P*) com o filtro com T.
atroviride (1. F*T*P*), observa-se que o filtro com o antagonista foi cerca de 25% mais
eficaz. Tal como mostraram os resultados relativos a severidade (figura 5.5, figura 5.9) e
a incidéncia da doenca (figura 5.11, figura 5.14), o filtro com T. atroviride foi

significativamente mais eficaz no controlo de R. solani.
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5.3 Ensaios com 0 agente patogénico Fusarium oxysporum

5.3.1 Severidade da doenca

Para cada ensaio com Fusarium oxysporum foi calculada a severidade da doenca,
por modalidade (quadro 5.9). Os quadros resumo da andlise da variancia estdo
apresentados em anexo (anexo V).

Quadro 5.9 — Média da severidade da doenca causada por Fusarium oxysporum em cada

ensaio, por modalidade. Em cada coluna, os valores as médias com letras iguais ndo
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Duncan (p=0,05).

Modalidade* 1°ensaio  2°ensaio  3°ensaio  4°ensaio  5°ensaio Meédia
1. FTP* 19b 15a 14b 10a 1,4 ab 1,4b
2.FTP 1,0a 1,0a 10a 10a 10a 10a
3. FTP* 18b 2,3b 18¢c 12a 15b 1,7¢c
4. FT P 10a 10a 10a 10a 10a 10a
5 F TP 1,7ab 14 a 1,6 bc 14 a 21c 1,6 bc
6. F TP 10a 10a 10a 10a 10a 10a
7.FTP* 24b 2,7b 2,7d 29b 25¢c 2,6d
8.FTP 10a 10a 10a 1,0a 10a 10a

*F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Fusarium oxysporum; +/-, presenga ou auséncia.

A severidade da doenca foi sempre 1,00 nas modalidades 2, 4, 6 e 8, em todos 0s
ensaios. Isto significa que as plantas destas modalidades nunca apresentaram sintomas de
doenca, tal como esperado, visto que nestas modalidades néo foi inoculado o patogénico
F. oxysporum, e por isso, as plantas ndo foram infetadas. Isto mostra também que néo

existiram contaminac@es entre modalidades.

As modalidades que continham F. oxysporum (1, 3, 5 e 7) apresentaram, quase
sempre severidade superior as modalidades sem o patogénico. Além disso, em alguns dos
ensaios a severidade foi maior quando ndo existia nenhum meio de controlo (isto é,

quando néo existia nem filtro, nem T. atroviride).

Por vezes, na presenca de T. atroviride, ndo se verificaram diferencas em relagéo

as modalidades sem o patogénico.
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A média da severidade da doenca de todos dos ensaios, por modalidade esta

graficamente representada na figura 5.16.

3,0
d

2,5
@«
O
S 20
S c
= I
@ 15 Ib
«©
2 a a a
P a
S 10 - - - -
[«B)
(7p]

0,5

0,0

L F+T+P+ 2. F+T+P- 3.F+T-P+ 4 F+T-P- 5 F-T+P+ 6.F-T+P- 7.F-T-P+ 8 F-T-P-

Figura 5.16 — Média da severidade da doenca, de todos os ensaios, por modalidade.
Média + erro padrdo; n=25. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente
entre si, de acordo com o teste de Duncan (p=0,05). F, filtro; T, Trichoderma atroviride;
P, Fusarium oxysporum; -+/—, presenga ou auséncia.

A médias dos ensaios sugere que existem quatro graus de severidade da doenca. No
primeiro grau, com severidade 1,00, estdo as modalidades sem F. oxysporum (2, 4, 6 e 8),

onde néo surgiram sintomas de doenca, tal como discutido anteriormente.

Num segundo grau esta a modalidade 1 (F'T*P*), com severidade média de 1,4.
Apresenta, severidade da doenca superior as modalidades sem F. oxysporum (2, 4, 6 e 8),
mas inferior a todas as outras modalidades. A modalidade 5 (F"T*P*) é comum ao

segundo e ao terceiro graus.

No terceiro grau esta a modalidade 3 (F*T-P*), com severidade acima da do segundo
grau, sugerindo que a severidade da doenca é superior quando ndo h& Trichoderma
atroviride no filtro. No entanto, é inferior ao nivel quatro grau, onde se situa a modalidade
7 (F"'T-P*), com severidade média de 2,6, a mais alta de todas. Este foi o pior cenéario

possivel e ocorre na auséncia de filtro e de T. atroviride.
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De qualquer forma, a presenca de formas de controlo, seja Trichoderma atroviride,
o filtro ou ambos, n&o se revelou suficiente no controlo total da severidade de Fusarium
oxysporum. No entanto, de entre as modalidades com o patogénico, foi no filtro com
Trichoderma atroviride (1. F*'T*P*) que a severidade da doenga foi inferior.

Foi ainda calculada a média da percentagem de plantas de cada nivel de severidade

da doenca, por modalidade (figura 5.17).
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Figura 5.17 — Percentagem média de plantas de cada nivel de severidade da doenca
(Nivel), por modalidade. F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Fusarium oxysporum;

+/—, presenga ou auséncia.

De acordo com estes resultados, é possivel observar que o nivel de severidade foi 1
em 100% das plantas nas modalidades 2, 4, 6 e 8 (P7), 0 que indica que estas plantas
nunca apresentaram sintomas da doenca. Isto faz sentido, visto que nestas modalidades
ndo foi inoculado o patogénico Fusarium oxysporum, e indica simultaneamente que ndo

ocorreram contaminacdes entre as modalidades.

Na modalidade 1 (F*T*P*), mais de 63% das plantas e mais de 51% na modalidade
5 (FT*P*), apresentaram nivel 1 de severidade de doenca e nunca apresentaram os niveis
4 ou 5. De entre as modalidades com inoculacdo do patogénico (P*), estas foram as que
apresentaram as maiores percentagens no nivel 1. Na modalidade 3 (F*T-P*), cerca de
52% das plantas apresentaram um nivel de severidade superior a 1, tendo sido 4,1 % de

nivel 4 e 1 % de nivel 5.
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Na modalidade 7 (F"T-P*), cerca de 98% das plantas apresentaram um nivel de
severidade superior a 1, tendo cerca 13% das plantas apresentado nivel 4, e morreram
devido a doenca. A modalidade 7 foi a que apresentou maior percentagem de plantas nos
niveis 4 e 5 e, por isso, maior percentagem de mortalidade. Além disso, somente 2% das
plantas permaneceram saudaveis, sem sintomas, um valor muito mais baixo do que em
qualquer outra modalidade. A modalidade com o segundo valor mais baixo de nivel 1 foi
a modalidade 3 (F*T-P*), com 48%.

Comparando a modalidade 3 (F*T-P*) com a 7 (F'T-P*), as percentagens de
severidade da doenca superior a nivel 1, foram 52% e 98% respetivamente. Além disso,
a taxa de mortalidade foi de 5,1% na modalidade 3, menor que na modalidade 7, apesar
de ter sido a segunda modalidade com maior percentagem de plantas que morreram. Isto
indica que a presenca do filtro teve influéncia na reducdo da percentagem de plantas com
severidade da doenca superior a 1, ainda que esta percentagem seja maior do que nas

modalidades 1 (F*'T*P*) e 5 (F T*P*).

Para averiguar se existiram diferencas na severidade da doenca em funcéo de véarios
fatores, foi feita a analise da variancia multifatorial (quadro 5.10). Os resultados foram
calculados considerando os dados de todos os ensaios, para os 3 fatores: filtro,
Trichoderma atroviride e Fusarium oxysporum. Cada um destes fatores tinha dois niveis

(0 — auséncia e 1 — presenca).

Quadro 5.10 — Quadro resumo da analise da variancia.

Soma dos Grausde  Quadrado Sig.

Origem da variagao quadrados  liberdade  médio F

Subgrupos 56,686 7 8,098 46,544 <0,001
Filtro 3,990 1 3,990 22,935 <0,001
T. atroviride 4,810 1 4,810 27,647 <0,001
F. oxysporum 35,969 1 35,969 206,740 <0,001
Filtro x T. atroviride 1,558 1 1,558 8,953 0,003
Filtro x F. oxysporum 3,990 1 3,990 22935 <0,001
T. atroviride x F. oxysporum 4,810 1 4,810 27,647 <0,001
E;Lf;‘;gr&a”o"i”de xF. 1,558 1 1558 8953 0,003
Devido ao erro 33,405 192 0,174

Total 90,090 199
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De acordo com estes resultados, é possivel verificar que os trés fatores isolados,
filtro, T. atroviride e F. oxysporum tiveram efeitos significativos na severidade da doenca.
Isto significa que a severidade da doenca foi diferente em fungéo do nivel desses fatores,

0OuU Seja, na sua auséncia e na sua presenca.

Além disso, ha evidéncia suficiente para concluir a existéncia de uma interacéo
significativa entre os trés fatores, em todas as conjugacdes possiveis. Isto significa que a
severidade da doenca, na presenca ou auséncia de um fator, depende da presenca ou

auséncia do outro fator.

5.3.1.1 Efeito do sistema de filtracio na severidade da doenga
Para cada ensaio com Fusarium oxysporum foi calculada a severidade da doenca

em funcéo da presenca e da auséncia do elemento de filtracao (areia) (figura 5.18).
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Figura 5.18 — Média da severidade da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia do elemento filtrante (areia) no tubo do filtro. Média * erro padréo;
n(ensaio) = 20; n(media) = 100. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente
entre si, de acordo com o teste t-Student (p=0,05).

Ao observar a média de todos os ensaios verifica-se que a severidade da doenca foi
significativamente inferior na presenca do filtro. Contudo, no primeiro, segundo e terceiro
ensaios, nao se verificaram diferencas significativas na severidade da doenca devido ao
filtro, ou seja, a presenca do filtro de areia, por si s0, ndo teve influéncia no controlo da
severidade de F. oxysporum. Alguns autores verificaram que o sistema de filtragéo lenta

foi ineficaz no controlo de F. oxysporum (Lee & Oki, 2013).
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No entanto, no quarto e quinto ensaios, a severidade da doenca foi
significativamente inferior quanto o sistema de filtracdo estava presente, indicando que a
presenca da areia teve um efeito positivo na reducdo da severidade de F. oxysporum.
(quadro 5.10). Vérios autores verificaram que o sistema de filtracdo lenta em areia pode

controlar F. oxysporum, pelo menos parcialmente (Van Os et al., 1998).

5.3.1.2 Efeito de Trichoderma atroviride na severidade da doenca
Para cada ensaio com Fusarium oxysporum foi calculada a severidade da doenca,

em funcéo da presenca e da auséncia de Trichoderma atroviride (figura 5.19).
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Figura 5.19 — Média da severidade da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride. Media * erro padrdo; n(ensaio) = 20;
n(média) = 100. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste t-Student (p=0,05).

De acordo com os resultados, no primeiro e quinto ensaios, ndo se verificaram
diferencas significativas na severidade da doenca em funcdo da presenca de T. atroviride.
Nestes ensaios, 0 antagonista parece nao ter tido capacidade em controlar a severidade de

F. oxysporum.

No entanto, no segundo, terceiro e quarto ensaios, a severidade da doenca foi
significativamente inferior quando o antagonista T. atroviride estava presente. A média
de todos os ensaios segue 0 mesmo padréo, indicando que a severidade da doenca é
significativamente inferior na presenca de T. atroviride. Isto surge de acordo com 0s

resultados da andlise da variancia (quadro 5.10), segundo os quais o fator T. atroviride
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apresentou um efeito significativo na severidade da doenca. Além disso, estes resultados
surgem de acordo com outros autores, que verificaram que T. atroviride é capaz de
controlar, através de varios mecanismos, F. oxysporum (Nofal et al., 2021; Rao et al.,
2022).

5.3.1.3 Efeito do filtro melhorado com Trichoderma atroviride na severidade da
doenca
Para cada ensaio com Fusarium oxysporum foi calculada a severidade da doenca,

em funcéo da presenca e da auséncia de Trichoderma atroviride no filtro (figura 5.20).
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Figura 5.20 — Média da severidade da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride no filtro. Média + erro padrdo; n(ensaio) = 10;
n(média) = 50. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste t-Student (p=0,05).

A severidade da doenca foi idéntica nos filtros com ou sem Trichoderma atroviride.
Isto sugere gque a presenca do antagonista no filtro ndo melhorou a capacidade do filtro

em controlar a severidade de Fusarium oxysporum.
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5.3.1.4 Efeito de Fusarium oxysporum na severidade da doenca

Nos ensaios com Fusarium oxysporum foi calculada a severidade da doenca, em

funcdo da presenca e da auséncia de F. oxysporum (figura 5.21).
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Figura 5.21 — Média da severidade da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Fusarium oxysporum. Média + erro padréo; n(ensaio) = 20; n(média) = 100.
Meédias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
t-Student (p=0,05).

A severidade da doenca foi, em todos os ensaios, significativamente maior na
presenca de F. oxysporum, e igual a 1,00 na sua auséncia. Isto surge de acordo com 0s
resultados da anélise da variancia (quadro 5.10), que sugerem que o fator F. oxysporum
apresenta um efeito significativo na severidade da doenca. Estes resultados surgem de
acordo com o esperado e mostram, por um lado, que o patogénico foi eficaz em infetar as

plantas e por outro, que ndo existiram contaminagdes entre modalidades.

Além disso, estes resultados comprovam que o0 patogénico F. oxysporum é capaz
de se disseminar através da agua de rega, tal como foi reportado por outros autores
(Bergstrand, 2009; Stewart-Wade, 2011). Por isso, quando presente na drenagem ¢é

necessario desinfeta-la para que se possa voltar a utilizar para rega.
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5.3.2 Incidéncia da doenca

Para cada ensaio com Fusarium oxysporum foi calculada a incidéncia da doenca,
em fungéo da modalidade (quadro 5.11). Os quadros resumo da analise da variancia estdo
apresentados em anexo (anexo V).

Quadro 5.11 — Incidéncia da doenca causada por Fusarium oxysporum em cada ensaio,

por modalidade. Em cada coluna, os valores das meédias com letras iguais ndo diferem
significativamente entre si, de acordo com o teste de Duncan (p=0,05).

Modalidade* 1°ensaio  2°ensaio  3%ensaio  4°ensaio  5°ensaio Média
1LETP 1,05b 0,88 b 0,63 b 00a 0,60 b 0,63b
2.F TP 00a 00a 00a 00a 00a 00a
3. F TP 0,79b 0,94 b 1,15cd 0,31ab 0,76 b 0,79b
4. F TP 00a 00a 0,0a 0,0a 00a 0,0a
5. FTP* 0,77b 0,58 b 0,92 bc 0,68 b 126¢ 0,84b
6. F TP~ 00a 00a 0,0a 0,0a 00a 0,0a
7.F TP 1,29 b 157¢c 157d 157¢ 157¢c 151c
8.FTP 00a 00a 00a 00a 00a 00a

* F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Fusarium oxysporum; +/-, presenca ou auséncia.

Observando os resultados de todos os ensaios de uma forma integrada (quadro
5.11), destacam-se as modalidades com Fusarium oxysporum (P*), que apresentaram uma
incidéncia superior as modalidades sem o patogénico (P-). Isto observou-se sempre, com
excecdo da modalidade 1 (F*T*P*), do quarto ensaio, que apresentou a mesma incidéncia
que as modalidades sem Fusarium oxysporum (P-). De entre as modalidades com o
patogénico (P*), a modalidade 7 (F"T-P*) apresentou incidéncia superior, ou pelo menos

igual as restantes, mas nunca inferior.

As modalidades sem F. oxysporum apresentaram sempre uma incidéncia igual a
0,0, indicando que as plantas nunca ficaram infetadas, tal como ja tinha sido comprovado

através dos resultados da severidade da doenca (quadro 5.9).

Por vezes, a incidéncia foi significativamente superior quando ndo existia nenhum
meio de controlo. Por outro lado, na presenca do patogénico, raramente se verificaram
diferengas na incidéncia entre as modalidades com T. atroviride ou com ambos. Isto
sugere que as trés condigdes foram igualmente eficazes, apesar de ndo completamente,
no controlo do patogenico.
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A média da incidéncia da doenca de todos dos ensaios, por modalidade esta

graficamente representada na figura 5.22.
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Figura5.22 — Média da incidéncia da doenca, de todos os ensaios, por modalidade. Média
* erro padrdo; n=25. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste de Duncan (p=0,05). F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Fusarium
oXxysporum; +/—, presenca ou auséncia.

De acordo com a média de todos os ensaios (figura 5.22), na presenca de
F. oxysporum (P*), a incidéncia da doenca foi a mesma nas modalidades com filtro
(3. F*'T-P%), com T. atroviride (5. F"T*P*) e com ambos (1. F T*P*).

Na modalidade 7 (F"T-P*) a incidéncia da doenca foi superior a das restantes
modalidades, indicando que, tanto o filtro como o antagonista T. atroviride foram
igualmente capazes em reduzir, pelo menos parcialmente, a dispersdo de F. oxysporum.
Além disso, ndo se verificou melhoria no controlo do patogénico quando estes dois fatores

estavam simultaneamente presentes, o que sugere que a sua eficacia ndo foi aditiva.

Resumidamente, nas modalidades com patogénico e com algum meio de controlo
(1. FT*P*; 3. F*'T-P* e 5. F-T*P*), a incidéncia, apesar de ter sido maior do que nas
modalidades sem patogénico (P-), foi inferior a modalidade 7 (F"T-P*), onde n&o existiu

nenhum meio de controlo.
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Para averiguar se existiram diferencas na incidéncia da doenca em funcdo de varios
fatores, foi feita a analise da variancia multifatorial (quadro 5.12). Os resultados foram
calculados considerando os dados de todos os ensaios, para os 3 fatores: filtro,
Trichoderma atroviride e Fusarium oxysporum. Cada um destes fatores tinha dois niveis

(0 —auséncia e 1 — presenca).

Quadro 5.12 — Quadro resumo da andlise da variancia

Oricem da variacio Somados Grausde  Quadrado = Sig.

9 ¢ guadrados liberdade médio
Subgrupos 56,045 7 8,006 56,902 < 0,001
Filtro 2,737 1 2,737 19,454 < 0,001
T. atroviride 2,172 1 2,172 15,436 < 0,001
F. oxysporum 44,586 1 44,586 316,882 < 0,001
Filtro x T. atroviride 0,820 1 0,820 5,827 0,017
Filtro x F. oxysporum 2,737 1 2,737 19,454 < 0,001
T. atroviride x F. oxysporum 2,172 1 2,172 15,436 < 0,001
Filtro x T. atroviride x

0,820 1 0,820 5,827 0,017

F. oxysporum
Devido ao erro 27,015 192 0,141
Total 83,060 199

De acordo com os resultados, os trés fatores isolados, filtro, T. atroviride e F.
oxysporum tiveram efeitos significativos na incidéncia da doenca. Isto significa que a
incidéncia da doenga foi diferente nos diferentes niveis desses fatores, ou seja, na sua

auséncia e na sua presenca.

Além disso, existiu uma interacdo significativa entre os trés fatores, em todas as
conjugacdes possiveis. Isto significa que a incidéncia na presenca ou auséncia de um fator

depende da presenca ou auséncia do outro fator.
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5.3.2.1 Efeito do sistema de filtracdo na incidéncia da doenca

Para cada ensaio com Fusarium oxysporum foi calculada a incidéncia da doenca,
em funcéo da presenca e da auséncia do filtro e feita a comparagdo de médias para cada

ensaio (figura 5.23).
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Figura 5.23 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia do elemento filtrante. Média * erro padrdo; n(ensaio) = 20; n(média) = 100.
Meédias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
t-Student (p=0,05).

No primeiro, segundo e terceiro ensaios ndo se verificaram diferencas na incidéncia
da doenca em funcdo da presenca do filtro, 0 que mostra que, nestes ensaios, o filtro foi
ineficaz no controlo da incidéncia da doenca. Um padréo semelhante foi observado para

a severidade da doenca.

No entanto, de acordo com os resultados globais, a incidéncia da doenga foi
significativamente inferior na presenca do filtro. Este padréo verificou-se no quarto e
quinto ensaios. Além disso, os resultados da andlise da variancia (quadro 5.12)
corroboram o que se verificou na média de todos 0s ensaios, ao sugerir que o filtro reduziu

a incidéncia da doenca.
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5.3.2.2 Efeito de Trichoderma atroviride na incidéncia da doenga

Para cada ensaio com Fusarium oxysporum foi calculada a incidéncia da doenca,

em funcédo da presenca e da auséncia de Trichoderma atroviride (figura 5.24).
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Figura 5.24 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride. Media * erro padrdo; n(ensaio) = 20;
n(média) = 100. Médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste t-Student (p=0,05).

Ao analisar os ensaios individualmente, ndo se verificaram diferencas na incidéncia
da doenca na presenca ou na auséncia de Trichoderma atroviride. Esta resposta diferiu
do observado para a severidade da doenca, pelo menos no segundo, terceiro e quarto
ensaios, onde a severidade foi inferior na presenca de T. atroviride.

Contraditoriamente, globalmente, a incidéncia da doenga foi significativamente
inferior na presenca de T. atroviride. Adicionalmente, os resultados da anélise da
variancia mostram que o fator T. atroviride teve um efeito significativo na incidéncia da

doenca.

Os resultados globais sugerem que a diferenca entre de incidéncia da doenca na
presenca e na auséncia do antagonista ndo foi claramente diferente, apesar da tendéncia

em sua presenca ter algum efeito.
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5.3.2.1 Efeito do filtro melhorado com Trichoderma atroviride na incidéncia da

doenca

Para os ensaios com Fusarium oxysporum foi calculada a incidéncia da doenca, em

funcdo da presenca ou auséncia de Trichoderma atroviride no filtro (figura 5.25).
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Figura 5.25 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Trichoderma atroviride no filtro. Média + erro padrdo; n(ensaio) = 10;
n(média) = 50. Médias com letras iguais nao diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste t-Student (p=0,05).

E possivel verificar que ndo existiram diferencas na incidéncia da doenga, em todos
0s ensaios, entre filtro com T. atroviride e filtro sem T. atroviride. Isto sugere que a
presenca do antagonista no filtro ndo melhorou a capacidade do filtro em controlar a
presenca de Fusarium oxysporum, contrariamente ao que foi observado no controlo de

R. solani.

Tal como para as médias por modalidade (figura 5.22), parece ndo ter havido um
aumento da eficacia do filtro, no controlo da incidéncia da doenca, pela adicdo de
T. atroviride no material filtrante. Outros autores também n&o verificaram diferencas
entre um filtro de areia esterilizado e outro biologicamente ativo, no controlo de F.
oxysporum (Brand & Wohanka, 2001).

Apesar de parecerem existir algumas diferencas na incidéncia com e sem filtro e
com e sem T. atroviride, a sua eficacia parece ndo ter sido adicional, de acordo com estes

resultados.
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5.3.2.2 Efeito de Fusarium oxysporum na incidéncia da doenga

Para os ensaios com Fusarium oxysporum foi calculada a incidéncia da doenca, em

funcdo da presenca ou auséncia de F. oxysporum (figura 5.26).
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Figura 5.26 — Média da incidéncia da doenca por ensaio, em funcdo da presenca ou
auséncia de Fusarium oxysporum. Média + erro padrdo; n=20; médias com letras iguais
ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste t-Student (p=0,05).

A incidéncia da doenca foi, em todos os ensaios, significativamente maior na
presenca de Fusarium oxysporum, e igual a 0,0 na sua auséncia, de acordo com 0s
resultados da andlise da variancia (quadro 5.12), que sugerem que o fator Fusarium

oxysporum apresenta um efeito significativo na severidade da doenga.

Estes resultados comprovam novamente que o patogénico F.oxysporum tem a
capacidade de circular através da agua de rega e infetar as plantas, tal como verificado
por outros autores (Bergstrand, 2009; Stewart-Wade, 2011), o que reforca a necessidade

de desinfetar a drenagem.

5.3.3 Correlagdo entre a severidade e a incidéncia da doenca

Para cada ensaio com Fusarium oxysporum e para a média dos ensaios, foi
calculado o coeficiente de correlacdo entre a severidade e a incidéncia da doenga (quadro
5.13). A analise da correlagdo permitiu perceber o quao forte é a relacdo entre estas duas

variaveis.
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Quadro 5.13 — Coeficiente de correlacéo e respetiva significancia, entre a severidade e a
incidéncia da doenca por ensaio e da média dos ensaios.

1° ensaio 2° ensaio 3° ensaio
Coeficiente de correlagédo 0,975 0,897 0,948
Significancia <0,001 <0,001 <0,001

4° ensaio 5° ensaio Média
Coeficiente de correlagédo 0,916 0,938 0,924
Significancia <0,001 <0,001 <0,001

O quadro 5.13 mostra que o coeficiente de correlacdo variou entre 0,897 e 0,975 e
a significancia foi sempre <0,001. Estes resultados mostram que houve sempre uma
correlagéo forte e significativa entre a severidade e a incidéncia da doenca. Isto significa
que quanto maior foi a incidéncia, maior foi a severidade, ou seja, quanto mais plantas
estavam infetadas, mais severos foram os sintomas da doenca. Outros autores observaram

0 mesmo padrao de correlacdo entre estas duas varidveis (Suarez-Estrella et al., 2013).

5.3.4 Eficacia e indice de controlo biologico

Além da incidéncia da doenca foi calculada a reducdo da doenca. Para cada
modalidade e ensaio foi calculada a eficéacia, consisténcia (desvio padrdo da eficacia) e
indice de controlo biolégico (BCI) (quadro 5.14).

Quadro 5.14 — Eficacia (E), consisténcia (C) e indice de controlo biolégico (BCI), por
ensaio e média dos ensaios, em funcdo da modalidade. Em cada coluna, os valores das

meédias com letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste
de Duncan (p=0,05).

Modalidade 1° Ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio
*

E (%) C BCl E(% C BCIl E®%) C  BCl

1. FTP* 350a 48,73 0,72 463b 3292 141 600c 5477 1,10
2. F TP~ 100 b 0,0 - 100 c 0,0 - 100 d 0,0 -
3. FTP* 50,0a 50,00 100 400b 4243 094 250ab 2598 0,96
4 FTP 100 b 0,0 - 100 c 0,0 - 100d 0,0 -
5 FTP* 520a 50,20 1,04 640b 30,70 2,08 420bc 2971 141
6. FT'P- 100 b 0,0 - 100 c 0,0 - 100 d 0,0 -
7.FTP* 16,7a 2357 0,7 00a 0,0 - 0,0a 0,0 -
8.FTP 100 b 0,0 - 100 ¢ 0,0 - 100 d 0,0 -
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Modalidade 4° Ensaio 5° Ensaio Media

* E (%) C BCI E®%) C BCl E(®%) C  BCI
1. FTP 100c 0,0 - 627b 27,73 226 608b 4133 147
2. F* TP 100c 0,0 - 100c 00 -  100c 00 -
3.F TP  800bc 4472 1,79 523b 21,65 242 495b 3975 1724
4 F*TP- 100 ¢ 0,0 - 100c 0,0 - 100 c 0,0 -
5. F TP 600b 3742 160 200a 3464 058 476b 37,61 1,27
6. FT'P- 100 ¢ 0,0 - 100 c 0,0 - 100 c 0,0 -
7 ET-p* 0.0a 0,0 - 00a 00 - 33a 11,79 0028
8.F TP 100c 0,0 - 100c 00 -  100c 00 -

*F, filtro; T, Trichoderma atroviride; P, Fusarium oxysporum; +/—, presenca ou auséncia.

De acordo com estes resultados, a eficacia foi sempre maxima (100%) nas
modalidades sem F. oxysporum (P-), e significativamente maior do que nas restantes
modalidades. Isto significa que, nestas modalidades, as plantas nunca foram infetadas

pelo patogénico.

Considerando a média de todos o0s ensaios, a eficacia, para plantas infetadas com
F. oxysporum (P*), variou entre 3,3 e 60,8. As modalidades 1 (F'T*P*), 3 (FF'TP") e 5
(FT*P*) foram as que apresentaram melhor eficacia entre as modalidades com o
patogénico (P*), apesar de inferior as modalidades sem patogénico. A modalidade 7

(F-T-P*) apresentou o valor de eficacia mais baixo do que qualquer outra modalidade.

O indice de controlo biolégico (BCI) variou entre 0,28 e 1,47, sendo que o valor
mais baixo foi observado na modalidade 7 (F"T-P*) e o mais alto, na modalidade 1
(FTP).

As modalidades com filtro, com T. atroviride ou com ambos (1, 3 e 5) foram, em

média, cerca de 50% mais eficazes do que a modalidade sem filtro e sem o antagonista

(7. FT-P*).
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6 CONCLUSOES

Eficacia da filtracdo lenta melhorada no controlo de Rhizoctonia solani

Confirmou-se a capacidade de disseminacdo deste patogenico na dgua de rega e de
infecdo das plantas, conforme reportado na bibliografia. Por isso, o seu controlo é

importante para que a drenagem possa ser reutilizada com seguranca.

A introducdo do antagonista Trichoderma atroviride aumentou a eficacia de
controlo de R. solani, pois tanto a sua severidade como a incidéncia foram
significativamente inferiores quando o antagonista foi introduzido, independentemente
da existéncia do material filtrante (areia). O antagonista demonstrou ter tido a capacidade
de controlar completamente a dispersdo e a severidade do patogénico R. solani. Na
auséncia do antagonista e/ou do material filtrante, a severidade e a incidéncia de R. solani

foram significativamente maiores no pepino.

Com inoculagéo de R. solani, o filtro sem T. atroviride foi cerca de 21% mais eficaz
do que na auséncia de qualquer meio de controlo 0 que sugere que, mesmo sem 0
antagonista, o filtro teve a capacidade de controlar R. solani, embora parcialmente. Com
introducdo de T. atroviride, na areia ou apenas na solucdo recirculada, a eficacia de
controlo aumentou para 46% e 47%, respetivamente. A filtragdo em areia com T.
atroviride foi cerca de 25% mais eficaz do que a filtracdo em areia sem o antagonista.

Eficacia da filtracdo lenta melhorada no controlo de Fusarium oxysporum

Confirmou-se que este patogénico teve a capacidade de se disseminar na agua de
rega e de infetar as plantas, conforme referido na bibliografia, que refere com frequéncia,

que a filtracdo lenta em areia € insuficiente no seu controlo.

Na presenca do patogénico, e na auséncia de filtro e de T. atroviride, a severidade
e a incidéncia da doenca foram maiores do que em qualquer outra circunstancia. Na
presenca de F. oxysporum, a severidade da doenga foi inferior quando o antagonista
estava presente. Quando apenas existia material filtrante, F. oxysporum induziu uma
severidade intermédia, indicando que o filtro, mesmo sem T. atroviride exerceu algum
controlo, da severidade de F. oxysporum. Quanto a incidéncia da doenca, esta foi idéntica

quando o filtro, o antagonista ou ambos estiveram presentes.
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O aumento da eficicia do filtro inoculado com T. atroviride, no controlo de
F. oxysporum nao foi tdo evidente, como para o controlo de R. solani. Foi cerca de 40%
menos eficaz do que na auséncia do patogénico, o que sugere que o filtro com o
antagonista ndo foi capaz de controlar F. oxysporum completamente. Apesar de menos
eficazes, o filtro s6 com areia, ou 0 antagonista T. atroviride na solucdo nutritiva néo
diferiram significativamente do filtro com o antagonista. Ainda assim, a presenca de
algum meio de controlo foi entre 44% - 58% mais eficaz do que quando ndo existia

nenhum meio de controlo.

Apesar de tudo, estes resultados mostraram que o antagonista adicionado ao filtro
apresenta algum potencial no controlo de F. oxysporum. E possivel que taxas de fluxo

mais lentas da drenagem pelo filtro possibilitem o controlo biolégico bem mais eficaz.

ConclusGes gerais e perspetivas futuras

Este trabalho demonstra que é possivel melhorar a eficicia da desinfecdo por
filtracdo lenta, pela adicdo do antagonista Trichoderma atroviride, para o controlo
completo de Rhizoctonia solani e para melhor controlo de Fusarium oxysporum.

O antagonista T. atroviride teve, quase sempre, uma capacidade semelhante de
controlo dos patogénicos, quando aplicado na solugdo nutritiva (sem areia), evidenciando

um grande potencial como agente de controlo biolégico.

Espera-se que o presente trabalho contribua para a divulgacdo e melhoria da
desinfecdo da drenagem por filtracdo lenta, tdo importante para a utilizacdo mais eficiente

da dgua e dos nutrientes, em particular nos cultivos sem solo.

Trabalhos futuros podem complementar estes resultados, testando-se o antagonista
em sistemas com menor velocidade da percola¢do no filtro, visando o aumento da
capacidade de controlo bioldgico; avaliando o efeito da temperatura e da oxigenacao da
drenagem durante a filtracdo e testando outros organismos com capacidade de controlo

bioldgico.
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8 ANEXOS

ANEXO I: Sistema de filtracdo lenta em areia

Ar
h=5cm

Areia
dp =0.25 -1 mm
h=85cm

h=100 cm

Gravilha
dp =5—-16 mm
h=10cm

Figura 8.1 — Imagem e esquema do sistema de filtragdo usado. h — altura; d — diametro;
dp — diametro das particulas (granulometria).
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ANEXO II: Sistema de cultivo

Figura 8.2 — Sistema de cultivo utilizado nos ensaios. 1 — calha de cultivo; 2 — tubo PE;
3 — microtubo; 4 — substrato; 5 — vaso; 6 — planta; 7 — vaso com patogénico, somente nas
modalidades P*; 8 —tubo PVVC com filtro nas modalidades F* e sem filtro nas modalidades

Figura 8.3 — Sistema de cultivo utilizado nos ensaios. A — calha de cultivo que serviu de
suporte aos vasos; B — depoésitos de armazenamento da drenagem, onde estava a bomba
elétrica submersivel; C — Tubos PVC.
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ANEXO I11: Quadros resumo da analise da variancia — Ensaios preliminares

Quadro 8.1 — Quadro resumo da andlise da variancia: Efeito de Rhizoctonia solani na
severidade da doenca em quatro variedades de pepino

Soma dos Graus de Quadrado

Origem da variagdo quadrados liberdade médio F
Entre modalidades 9,061 3 3,020 3,540
Devido ao erro 29,860 35 0,853

Total 28,921 38

Quadro 8.2 — Quadro resumo da andlise da variancia: Efeito de Rhizoctonia solani na
incidéncia da doenca em quatro variedades de pepino

Origem da variagio Soma dos C_sraus de Quagrgdo =
guadrados liberdade médio

Entre modalidades 0,126 3 0,042 0,104

Devido ao erro 14,582 36 0,405

Total 14,708 39
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ANEXO 1V: Quadros resumo da andlise da variancia — Ensaios principais com
Rhizoctonia solani

Quadro 8.3 - Quadro resumo da andlise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (1° ensaio).

Ori_gerp da Soma dos (_Braus de Quag:lrfa\do £ Sig.
variacao guadrados liberdade médio

Entre modalidades 42,752 7 6,107 <0,001
Devido ao erro 11,133 27 0,412

Total 53,886 34

Quadro 8.4 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (2° ensaio).

Ori_gerp da Soma dos (_3raus de Quafjrgdo = Sig.
variacdo quadrados liberdade médio

Entre modalidades 28,659 7 4,094 <0,001
Devido ao erro 4,736 29 0,163

Total 33,395 36

Quadro 8.5 — Quadro resumo da analise da varidncia: Severidade da doenca por
modalidade (3° ensaio).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacao guadrados liberdade médio F Sig.
Entre modalidades 34,996 7 4,999 <0,001
Devido ao erro 6,569 30 0,219

Total 41,565 37

Quadro 8.6 — Quadro resumo da analise da variéncia: Severidade da doenca por
modalidade (4° ensaio).

Ori_gerp da Soma dos C_Eraus de Quagirgdo F Sig.
variagdo quadrados liberdade médio

Entre modalidades 23,967 7 3,424 13,396 <0,001
Devido ao erro 5,878 23 0,256

Total 29,845 30
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Quadro 8.7 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (5° ensaio).

Ori_gerp da Soma dos (_Braus de Quag:lrfa\do £ Sig.
variacao guadrados liberdade médio

Entre modalidades 42,255 7 6,036 45,686 <0,001
Devido ao erro 4,096 31 0,132

Total 46,351 38

Quadro 8.8 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (6° ensaio).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacao guadrados liberdade médio F Sig.
Entre modalidades 13,159 7 1,880 3,995 0,003
Devido ao erro 15,056 32 0,471

Total 28,215 39

Quadro 8.9 — Quadro resumo da analise da variéncia: Severidade da doenca por
modalidade (7° ensaio).

Ori_gerp da Soma dos C_Braus de Qua{drgdo = Sig.
variacao guadrados liberdade médio

Entre modalidades 0,905 7 0,129 <0,001
Devido ao erro 0,661 31 0,021

Total 1,567 38

Quadro 8.10 — Quadro resumo da andlise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (8° ensaio).

Ori_gerp da Soma dos C_Eraus de Quafjrgdo F Sig.
variagdo quadrados liberdade médio

Entre modalidades 2,106 7 0,301 0,082
Devido ao erro 4,756 32 0,149

Total 6,863 39

Quadro 8.11 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (média dos ensaios).

Ori_gerp da Soma dos (_Braus de Quagjrgdo = Sig.
variacdo guadrados liberdade médio

Entre modalidades 124,524 7 17,789 <0,001
Devido ao erro 127,087 291 0,437

Total 251,611 298
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Quadro 8.12 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doencga por
modalidade (1° ensaio).

Ori_gerp da Soma dos (_Braus de Quag:lrfa\do £ Sig.
variacao guadrados liberdade médio

Entre modalidades 14,199 7 2,028 <0,001
Devido ao erro 2,262 27 0,084

Total 16,461 34

Quadro 8.13 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (2° ensaio).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacao guadrados liberdade médio F Sig.
Entre modalidades 9,830 7 1,404 <0,001
Devido ao erro 1,120 30 0,037

Total 10,950 37

Quadro 8.14 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (3° ensaio).

Orig_emNda Soma dos C_Braus de Qua{drgdo F Sig
variacao guadrados liberdade médio
Entre modalidades 9,175 7 1,311 39,192 <0,001
Devido ao erro 1,003 30 0,033
Total 10,178 37

Quadro 8.15 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (4° ensaio).

Orig_em~da Soma dos C_Eraus de Quagirgdo = Sig
variagéo quadrados liberdade médio
Entre modalidades 4716 7 0,674 6,445 <0,001
Devido ao erro 2,613 25 0,105
Total 7,330 32

Quadro 8.16 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doencga por
modalidade (5° ensaio).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacdo guadrados liberdade médio F Sig
Entre modalidades 7,865 7 1,124 85,494 <0,001
Devido ao erro 0,407 31 0,013
Total 8,272 38
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Quadro 8.17 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doencga por
modalidade (6° ensaio).

Orig_em~da Soma dos (_Braus de Quag:lrfa\do = Sig
variacao guadrados liberdade médio
Entre modalidades 2,601 7 0,372 4514 <0,001
Devido ao erro 2,634 32 0,082
Total 5,236 39

Quadro 8.18 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (7° ensaio).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacao guadrados liberdade médio F Sig
Entre modalidades 2,339 7 0,334 5,822 <0,001
Devido ao erro 1,779 31 0,057
Total 4,118 38

Quadro 8.19 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (8° ensaio).

Orig_emNda Soma dos C_Braus de Qua{drgdo = Sig
variacdo quadrados liberdade médio
Entre modalidades 4,497 7 0,642 3,483 0,007
Devido ao erro 5,903 32 0,184
Total 10,399 39

Quadro 8.20 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (média dos ensaios).

Orig_em~da Soma dos C_Eraus de Quagirgdo = Sig
variagéo quadrados liberdade médio
Entre modalidades 41,436 7 5,919 51,358 <0,001
Devido ao erro 33,886 294 0,115
Total 75,323 301
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ANEXO V: Quadros resumo da anéalise da variancia — Ensaios principais com Fusarium
oxysporum

Quadro 8.21 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (1° ensaio).

Orig_em~da Soma dos (_Braus de Quag:lrfa\do = Sig
variacao guadrados liberdade médio
Entre modalidades 9,765 7 1,395 5,484 <0,001
Devido ao erro 8,140 32 0,254
Total 17,904 39

Quadro 8.22 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (2° ensaio).

Orig_emNda Soma dos (_3raus de Quafjrgdo = Sig
variacdo quadrados liberdade médio
Entre modalidades 15,587 7 2,227 7,351 <0,001
Devido ao erro 9,694 32 0,303
Total 25,280 39

Quadro 8.23 — Quadro resumo da andlise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (3° ensaio).

Orig_em~da Soma dos C_Braus de Qua{drgdo ‘ Sig
variacao guadrados liberdade médio
Entre modalidades 11,767 7 1,681 26,590 <0,001
Devido ao erro 2,023 32 0,063
Total 13,790 39

Quadro 8.24 — Quadro resumo da andlise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (4° ensaio).

Orig_em~da Soma dos C_Eraus de Quagirgdo = Sig
variagéo quadrados liberdade médio
Entre modalidades 15,303 7 2,186 24,702 <0,001
Devido ao erro 2,832 32 0,088
Total 18,135 39
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Quadro 8.25 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (5° ensaio).

Orig_em~da Soma dos (_Braus de Quag:lrfa\do = Sig
variacao guadrados liberdade médio
Entre modalidades 11,410 7 1,630 18,528 <0,001
Devido ao erro 2,815 32 0,088
Total 14,225 39

Quadro 8.26 — Quadro resumo da analise da variancia: Severidade da doenca por
modalidade (média dos ensaios).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacao guadrados liberdade médio F Sig
Entre modalidades 56,686 7 8,098 46,544 <0,001
Devido ao erro 33,405 192 0,174
Total 90,090 199

Quadro 8.27 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (1° ensaio).

Orig_emNda Soma dos C_Braus de Qua{drgdo = Sig
variacdo quadrados liberdade médio
Entre modalidades 10,374 7 1,482 6,128 <0,001
Devido ao erro 7,739 32 0,242
Total 18,113 39

Quadro 8.28 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (2° ensaio).

Orig_em~da Soma dos C_Eraus de Quagirgdo = Sig
variagéo quadrados liberdade médio
Entre modalidades 12,455 7 1,779 17,799 <0,001
Devido ao erro 3,199 32 0,100
Total 15,654 39

Quadro 8.29 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doencga por
modalidade (3° ensaio).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacdo guadrados liberdade médio F Sig
Entre modalidades 13,785 7 1,969 14,717 <0,001
Devido ao erro 4,282 32 0,134
Total 18,067 39
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Quadro 8.30 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doencga por
modalidade (4° ensaio).

Orig_em~da Soma dos (_Braus de Quag:lrfa\do = Sig
variacao guadrados liberdade médio
Entre modalidades 11,033 7 1,576 15,393 <0,001
Devido ao erro 3,277 32 0,102
Total 14,310 39

Quadro 8.31 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (5° ensaio).

Origem da Soma dos Graus de Quadrado

variacao guadrados liberdade médio F Sig
Entre modalidades 13,959 7 1,994 36,488 <0,001
Devido ao erro 1,749 32 0,055
Total 15,708 39

Quadro 8.32 — Quadro resumo da analise da variancia: Incidéncia da doenca por
modalidade (média dos ensaios).

Orig_emNda Soma dos C_Braus de Qua{drgdo = Sig
variacao guadrados liberdade médio
Entre modalidades 56,045 7 8,006 56,902 <0,001
Devido ao erro 27,015 192 0,141
Total 83,060 199
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