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RESumMO

O espinafre é uma cultura bastante afetada por fungos de solo que, consequentemente, afetam a
sua produtividade. Neste trabalho averiguou-se a eficdcia do tratamento prévio das sementes com
um fungicida sistémico que contém a substancia metalaxyl-M no combate as doengas causadas por
fungos do solo. Para o efeito realizaram-se quatro ensaios em condi¢Ges de temperaturas elevadas,
com duas variedades diferentes, designadas por VA e vB (por sigilo imposto pela empresa), sendo
uma modalidade com tratamento fungico da semente (T) e a modalidade controlo (NT) sem
tratamento. Neste estudo, também se realizaram andlises qPCR ao solo que foram correlacionadas
com a avaliagdo visual de sintomas sugestivos de infecdao por agentes fitopatogénicos do solo.
Concluiu-se que, as espécies Fusarium oxysporum, Pythium ultimum e Rhizoctonia solani poderdo
ter causado os sintomas sugestivos observados nas plantas. Este estudo também permitiu concluir
que o tratamento prévio das sementes, até ao momento, é a solugao mais eficaz no controlo de
fungos de solo.

Palavras-chave: Damping-off; Espinafre (Spinacia oleracea L.); Nutricdo da planta; Temperaturas;

Tratamento de semente.
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Evaluation of the effect of systemic fungicide in the pre-treatment of spinach seeds
(Spinacia oleracea L.), to control plant losses at crop establishment during the hot season

ABSTRACT

Spinach is a crop greatly affected by soilborne fungi, which consequently decreases its productivity.
This work investigated the effectiveness of pre-treatment of seeds with a systemic fungicide
containing the substance metalaxyl-M in combating diseases caused by soilborne fungi. For this
purpose, four trials were conducted under high temperature conditions, with two different
varieties, designated vA and vB (for company confidentiality). Being one modality with fungal seed
treatment (T) and the control modality (NT) without treatment. In this study, soil gPCR analyses
were also performed and correlated with visual assessment of symptoms suggestive of infection by
soilborne phytopathogens. It was concluded that Fusarium oxysporum, Pythium ultimum and
Rhizoctonia solani species may have caused the suggestive symptoms observed on the plants. This
study also concluded that seed pre-treatment, so far, is the most effective solution for controlling
soilborne fungi.

Keywords: Damping-off; Plant nutrition; Seed treatment; Spinach (Spinacia oleracea L.),

Temperatures.
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1. INTRODUCAO

A empresa Vitacress teve o seu inicio em 1951, em Hampshire e em 2008 tornou-se parte
do grupo RAR - Sociedade de Controle (Holding), S.A. As dreas de produgao, designadas por quintas,
estdo distribuidas entre Portugal, Reino Unido, Alemanha e Espanha sendo que, a Vitacress
Portugal (designada nesta dissertacdo por Vitacress) situa-se no Sudoeste Alentejano e no Algarve,
com 720 hectares de produc¢do, dos quais 90 % ao ar livre. Lider no mercado dos produtos frescos
direciona a sua produgdo para saladas “prontas a comer” e plantas herbdceas aromaticas,
designadas por ervas aromaticas, em qualquer época do ano. A nivel nacional, a especializagao da
Vitacress foca-se na produgao de folhas baby, destacando-se o espinafre como a sua maior cultura.
Estas sdo folhas jovens e, por isso, mais tenras, nutritivas e saborosas e muito apreciadas pelo
consumidor. Posteriormente, sdo vendidas embaladas para o mercado ibérico (Portugal e Espanha)
e a granel para o Reino Unido. Para além disso, a empresa é especializada também em produtos
como o agrido de agua e as plantas aromaticas, o que lhe permite ser um dos lideres europeus no
fornecimento de produtos vegetais minimamente processados (Agrios, 2005; Koike et al., 2003;
Vitacress — Naturalmente, 2023).

A empresa Vitacress opera em trés quintas; 1) a Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros
na qual se cultiva maioritariamente em modo de produgdo bioldgico, destacando-se culturas como
as alfaces, o espinafre, a rucula selvagem, os coentros, a beterraba ‘Bulls Blood’, a acelga, os
candnigos, entre outras; 2) a Quinta da Azenha onde para além de algumas das culturas
mencionadas anteriormente também se produzem Brassicas (pertencentes a familia Brassicaceae),
sendo todas as culturas produzidas em modo de produgdo convencional e 3) a Quinta de Almancil,
onde se produziu inicialmente, e se produz atualmente o agrido de agua convencional e biolédgico
e as ervas aromaticas. A empresa tenta implementar o Modo de Produgdo Bioldgico bem como
outras medidas de prote¢ao ambiental. Refira-se que 10 % dos terrenos sao orientados para o
aumento da biodiversidade através de plantas que produzem alimento e abrigo para varias espécies
como insetos e que, deste modo, se tornam auxiliares no controlo de pragas. Todos os dias sdo um
desafio para implementar novas técnicas e novas praticas culturais, no ambito da sustentabilidade,
qgue permitam um desenvolvimento de novos produtos garantindo, desta forma, a sustentabilidade
a varios niveis. E dada uma enorme importancia a sustentabilidade, assentando esta em quatro
linhas de a¢do que permitem garantir um impacto positivo, ndo comprometendo os recursos que
serao necessarios as geragoes futuras (Vitacress — Naturalmente, 2023). Deste modo, dedica-se ao
cultivo sustentavel, processamento e distribuicdo de produtos frescos de qualidade (Vitacress,

2019).
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O espinafre, cultura mais produzida pela Vitacress, tem muitas perdas de plantas em
campo. Esta cultura tem uma grande importancia para a empresa, até porque é a mais utilizada nas
saladas minimamente processadas (MP). Habitualmente, as folhas “baby leaf” sdo vendidas no que
se designa como produtos minimamente processados ou IV Gama, prontas a consumir apdés a
abertura da embalagem uma vez que, ja foram devidamente higienizadas, selecionadas, cortadas
e embaladas. “Baby leaf” é um conceito direcionado as hortaligas colhidas e consumidas com folhas
ndao completamente desenvolvidas, sendo o intervalo de tempo entre a sementeira e a colheita
mais reduzido do que o habitual ciclo comercial e apresentadas ja lavadas, selecionadas e
embaladas (MP). Estas devem ser macias, com um sabor acentuado e uma aparéncia agradavel
para o consumidor. Na constituicdo das saladas MP é frequente a utilizacdo de diferentes espécies
em simultaneo com formas, cores, texturas e sabores distintos e com um melhor valor nutricional.
Neste conceito de “baby leaf” sdo utilizados vegetais como a alface, o agrido, a beterraba, a rucula,
a chicdria e o espinafre, que podem ser comercializados, embalados individualmente ou em
porgdes familiares, misturados ou vendidos numa Unica espécie sendo que, este conceito pode ter
bastante interesse no incentivo ao consumo, com realce para a popula¢gdo mais nova. Estas folhas
sdo colhidas inteiras o que permite que tenham menos pontos de oxidagdo, mantendo melhor as
suas carateristicas e sabor por um tempo mais longo (Purquerio et al., 2013).

A cultura do espinafre apresenta grandes perdas no campo, que sdo causadas
principalmente por fungos de solo. Deste modo, e com o objetivo de se perceber se a utilizacdo de
sementes tratadas com fungicidas sistémicos auxiliam no controlo destas doencas de solo, foi
realizado um estudo para averiguar a eficacia do tratamento prévio das sementes com fungicida
sistémico que contém a substancia ativa metalaxyl-M, usando duas variedades comerciais de
espinafre para produgao de Spinacia oleracea L. “baby leaf”, variedade A (vA) e variedade B (vB),
em condi¢Oes de temperaturas elevadas.

Para tal, realizaram-se ensaios de campo nos quais se avaliaram as perdas de plantas, em
%, durante o ciclo cultural da planta. Realizaram-se também andlises gPCR ao solo de forma a
perceber qual (is) a (s) espécie (s) detetada (s) no solo e avaliou-se visualmente os sintomas
sugestivos de infegdo por agentes fitopatogénicos do solo detetados no espinafre, de forma a
complementar o estudo. Também foram desenvolvidos ensaios de germinagdo para determinar o
potencial maximo de germinac¢do, em %, das duas variedades em estudo, realizaram-se analises
nutricionais as folhas e analisou-se a quantidade de matéria fresca e seca obtida em cada ensaio e

a produtividade nos ensaios.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A CULTURA DO ESPINAFRE

O espinafre (Spinacia oleracea L.) pertence ao género Spinacia, familia Amarantaceae, sub-
familia Chenopodiaceae. Trata-se de uma planta herbacea anual, usada para producdo de folha e
bienal, para producdo de semente. E uma planta horticola originalmente cultivada na estac3o fria.
Em areas temperadas, pode ser cultivada durante todo o ano (Conte et al., 2008). A forma silvestre
nao é conhecida, no entanto, ha relatos de que o espinafre é originario da regido do Caucaso,
proximo do Irdo, Afeganistdao e Turquestao (Valero, 2020).

Esta planta foi cultivada pela primeira vez na Pérsia ha mais de 2.000 anos e utilizada como
cultura pelos chineses no século VI. Supde-se que terd chegado a regidao do Préximo Oriente entre
os séculos IV e X, tendo sido introduzido na Peninsula Ibérica pelos drabes no século XI. Por volta
do século XV, a cultura ja se encontrava dispersa na maior parte da Europa. E consumido na Europa
e Norte de Africa ha mais de mil anos (Almeida, 2015).

Na Europa os principais produtores mundiais de espinafre sdo a Franca, a Itdlia, a
Alemanha, e a Holanda; Portugal apresenta um valor bastante expressivo (Quadro 1). A China e o

Japao também s3o considerados produtores principais de espinafre (InfoAgro, 2022).

Quadro 1 - Produgdo de espinafre a nivel mundial em toneladas por ano (Fonte: Adaptado de InfoAgro, 2022).

Numero | Pais Produgcao de espinafre em
2002 (toneladas/ano)
1 China 7.811,000
2 Estados Unidos 328.180
3 Japdo 320.000
7 Franga 109.511
8 Itélia 90.000
12 Alemanha 55.139
14 Paises Baixos 40.000
17 Portugal 14.000

O espinafre, em Portugal, é consumido em elevadas quantidades sendo produzido em
diferentes modos de produgao, ar livre e ambiente protegido (Robalo, 2021).

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica, nos anos 2018, 2019 e 2020, a area
cultivada e a producdo total em Portugal foi de 436, 554 e 993 hectares e 6.946, 7.807 e 8.886
toneladas, respetivamente (Figura 1), tendo-se verificado uma proporcionalidade direta entre estes

dois fatores, tal como se verifica pelo grafico da Figura 1.
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Area cultivada (ha), Produgdo total (t) e Produtividade (t/ha) de espinafre em Portugal de 2018 a 2020

10000 16

Area cultivada (ha)/Produggo total (t)
Proudutividade (t/ha)

2018 N 2019
mm Area cultivada (ha)  mmm Produgao total (t) ~ —e—Produtividade (t/ha)

Figura 1 - Area cultivada (ha), Produgo total (t) e Produtividade (t/ha) de espinafre em Portugal nos anos de
2018 a 2020 (Fonte: Adaptado de INE 2018, 2019, 2020 e 2021).

O mercado global registou um aumento no consumo de espinafre de 5,4 % para 32 milhdes
de toneladas em 2020. O volume total de consumo aumentou a uma taxa média anual de mais 4,6
% entre 2012 e 2020. A China com 29 milhGes de toneladas constitui o pais com o maior volume de
consumo de espinafre compreendendo aproximadamente 92 % do volume total. Em 2020, os
Estados Unidos da América com 44 mil toneladas e o Canada com 37 mil toneladas representam os
principais importadores de espinafre em todo o mundo, representando aproximadamente 41 % do
total das importagdes. O Reino Unido com 20 mil toneladas ocupa a préxima posi¢ao no ranking,
seguido da Alemanha com 16 mil toneladas, a Bélgica com 14 mil toneladas, o México com 12 mil
toneladas e a Holanda com 11 mil toneladas. Todos estes paises em conjunto detinham cerca de
37 % das importagdes totais. Os seguintes importadores sdo a Franca com 7,7 mil toneladas, a
Singapura com 6,2 mil toneladas e a Polénia com 4,1 mil toneladas e juntos representaram 9,1 %
do total das importa¢des. A crescente procura por produtos sauddveis devido ao aumento da
populagdo global continuara a ser o principal impulsionador do mercado. A expansdo da procura
por alimentos nutritivos impulsionard especialmente o mercado de espinafre biolégico. A IndexBox

prevé que o mundo consumira 42 milhdes de toneladas de espinafre até 2030 (IndexBox, 2021).
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2.1.1. CLASSIFICACAO TAXONOMICA

A classificagdo taxondmica do espinafre de nome cientifico Spinacia oleracea L. é a seguinte

(Quadro 2) (Valero, 2020).

Quadro 2 - Classificagdao taxondmica da cultura de espinafre (Fonte: Adaptado de Valero, 2020).

Reino Plantae
Sub-reino Embryobionta
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sub-classe Caryophyllidae
Ordem Caryophyllales
Familia Amaranthaceae
Sub-familia Chenopodiaceae
Género Spinacia
Espécie Spinacia oleracea L.

2.1.2. CLASSIFICACAO BOTANICA E ASPETOS BOTANICOS COM INTERESSE AGRONOMICO

Os espinafres sdo um vegetal herbaceo anual, no qual se distinguem duas variedades
botanicas de espinafre, a primeira é a Spinacia oleracea L. var. spinosa, cujo seu nome é originado
pela forma dos aquénios que possuem pericarpo pontiagudo, folhas pontiagudas e € uma variedade
adaptada para cultivar no Inverno. A segunda variedade corresponde a Spinacia oleracea L. var.
inemis que é derivada da primeira, no entanto, apresenta aquénios lisos e arredondados e folhas
de varias formas. Esta € uma planta de raiz pivotante que enraiza superficialmente, levemente
engrossada e pouco ramificada e caule muito curto e rudimentar. Esta segunda é a variedade
correspondente ao espinafre comum e inclui a grande maioria de variedades comerciais utilizadas
nos dias de hoje (Valero, 2020).

Passam-se a descrever alguns aspetos morfoldgicos e fisiolégicos com interesse
agrondmico.

Relativamente ao sistema radicular, é aprumado, pouco ramificado e superficial. O sistema
caulinar apresenta duas fases de crescimento: vegetativa e reprodutiva. Podendo também a
primeira fase ser designada de fase de roseta.

Durante a primeira fase, o sistema pode crescer ereto ou prostrado, baixo (cerca de 15 a
30 cm) e nao ramificado, constituido por um caule muito curto que suporta uma roseta de folhas
dispostas alternadamente. Esta fase da-se apds a germinacdo e o estado de plantula em que a
planta adquire a forma de roseta, com as folhas inseridas no caule. A altura da planta na fase de

roseta é de 15 a 25 cm, mas a haste floral pode atingir 80 cm (Almeida, 2015).
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A segunda fase, inicia-se com a emissao de hastes florais que se ramificam podendo atingir
quase um metro de altura, as folhas tém lamina glabra, de superficie lisa, ondulada ou
encaracolada, com borda inteira, podendo apresentar formas diferentes, mas habitualmente sdo
triangular-ovaladas. O peciolo é concavo, longo (entre um a dois ter¢os do comprimento total da
folha), fino (menos de 1 cm), de coloracao esverdeada em dire¢do a lamina, em contraste com a
cor rosada que apresenta no ponto de inser¢do com o caule (Valero, 2020).

As folhas sdo cauliferas, mais ou menos alternadas e pecioladas, de forma e consisténcia
muito varidveis e dependendo da variedade podem ser ovais ou triangulares. A cor das folhas é de
verde-escuro a verde-claro, dependendo da variedade cultivada, estdo dispostas em roseta e tém
um limbo de forma ovada, alongada ou pontiaguda sendo que a sua superficie pode ser lisa ou
apresentar rugosidades bolbosas semelhantes as da couve-lombarda (Valero, 2020). Nas folhas
completamente expandidas, o comprimento dos peciolos é semelhante ao do limbo, mas diminui
progressivamente das folhas mais velhas para as mais jovens (Almeida, 2015).

As flores podem ser masculinas e femininas, as masculinas estdao agrupadas em nimero de
6-12 nas espigas terminais ou axilares, apresentando coloracdo verde formados por um perianto
com 4-5 pétalas e 4 estames e as femininas encontram-se em glomérulos axilares e sdo formadas
por um perianto bi ou tetradentado, com ovdrios uniovulares, estilete Unico e estigma dividido em
3-5 segmentos (InfoAgro, 2022).

A semente de espinafre é um fruto seco e indeiscente (Hallavant & Ruas, 2014), rodeada
pelo pericarpo, composta de células parcialmente lenhificadas (Magnée, 2022).

O espinafre é uma cultura que apresenta como vantagem importante, o seu rapido
desenvolvimento podendo se desenvolver entre 60-90 dias, dependendo da época em que é
semeado (Navarrete, 2006).

E uma planta de dias longos, portanto permanece no estado vegetativo quando se encontra
em condi¢Ges de um fotoperiodo mais curto que o minimo critico e é quando a duragdo do dia a
que a cultura estd exposta ultrapassa este nivel critico que a emissdo da haste floral se inicia. Em
condi¢Ges de temperaturas elevadas e dias longos, o espinafre floresce e produz sementes (fase
reprodutiva). O fotoperiodo critico para a floragdo varia entre 12,5 e 15 horas, podendo considerar-
se o valor de 14 horas na maioria das cultivares. A ocorréncia de temperaturas elevadas apds a
inducdo floral acelera o alongamento da haste floral. Na fase de floragcdo, o crescimento vegetativo
€ muito reduzido ou nulo. As novas folhas que se formam nesta fase sdo pequenas, estreitas e
pontiagudas. A vernalizagdo, que ocorre a temperaturas entre 4,5 e 10 °C, favorece a precocidade
do espigamento na Primavera, logo que o fotoperiodo se torne propicio. A vernalizagdo das
sementes também reduz o fotoperiodo critico para a floragdo. As plantas femininas tendem a

produzir um maior nimero de folhas e a espigar mais tardiamente do que as plantas masculinas
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(Almeida, 2015). Este aspeto é de grande interesse sob o ponto de vista produtivo, sendo de evitar
condi¢BGes promotoras de floragao.

A espécie é classificada principalmente como dioica, no entanto, existem variedades
monoicas e hermafroditas (Wadlington & Ming, 2018). E uma espécie diploide que contém seis
pares de cromossomas por célula somatica (2n=12 cromossomas). A expressao sexual no espinafre
é controlada por um Unico par de cromossomas sexuais (XY) (Ma et al., 2022).

Diversos autores afirmam que a polinizacdao do espinafre é anemdfila. Apds a polinizagao
pelo vento e posterior fertilizagdo, este frutifica em aquénios a partir do ovario supero uniovulado,
gue permanece incluido no perianto inerte ou espinescente. Varios autores afirmam que a semente
é circundada pelo pericarpo membranoso que pode ser liso ou espinhoso (Navarrete, 2006), o que
podera ter consequéncias ao nivel da germinagdo. O fruto é um utriculo, seco e indeiscente,
monospérmico, que é utilizado como semente. As sementes podem ser irregulares espinhosas,
normalmente cultivadas no inverno, mas pouco usadas atualmente, ou sementes redondas e lisas,

mais habituais (Almeida, 2015) .

2.1.3. CARATERISTICAS NUTRICIONAIS

A maioria das Quenopodidceas horticolas, onde se insere a cultura do espinafre, é cultivada
pelas suas folhas, consumindo-se os caules tenros, podendo ser apresentada no mercado, em
fresco ou processada, e, dentro desta Ultima, na forma de congelados ou enlatados (Almeida, 2015;
Morelock & Correll, 2008). Por isso é que o espinafre tem importancia agrondmica durante o seu
ciclo vegetativo uma vez que o drgao de consumo deste vegetal sdo as folhas. Acresce que a
qualidade das folhas diminui quando o ciclo reprodutivo comeca, e apds a floragdo perde o valor
enquanto produto alimentar.

Os vegetais de folhas verdes dos quais o espinafre faz parte, sdo utilizados desde os tempos
antigos como alimento uma vez que, contém muitos nutrientes e minerais (Ashok Kumar C.K* et
al., 2013). O espinafre desempenha um papel muito importante na dieta portuguesa uma vez que,
€ consumido diariamente em boas quantidades durante todo o ano (Correia et al., 2010; Machado
et al., 2018). A nivel europeu faz parte dos vegetais de folha mais consumidos (Martin Ledén &
Luzardo, 2020).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que uma alimentacdo saudavel deve
garantir a ingestao de 400 gramas ou cinco porg¢des de horticolas diariamente. De acordo com a
Balanga Alimentar Portuguesa (BAP), entre 2009 e 2017, a disponibilidade de horticolas para
consumo aumentou cerca de 14,5 %, consequéncia do aumento da produgao e superficie agricola

nacional com horticolas. O consumo aparente de horticolas manteve-se relativamente estavel com
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285,8 g/hab/dia, comparativamente ao consumo 286,3 g/hab/dia estimado entre 2012-2015
(Instituto Nacional de Estatistica, 2021).

E um alimento baixo em calorias e gorduras, no entanto, é rico em minerais, fibras,
vitaminas e fitoquimicos e tem uma elevada atividade antioxidante. Os fitoquimicos bioativos
distribuidos ubiquamente na natureza podem constituir pigmentos que conferem uma aparéncia
colorida aos alimentos ou produtos do metabolismo secundario que protegem as espécies de
plantas de ataques ambientais e aumentam o seu funcionamento e valor nutricional (Machado et
al.,, 2018; Murcia et al., 2020). Os fitoquimicos que estdo predominantemente associados a
qualidade do espinafre baby sdo os fendis totais, carotenoides totais, atividades antioxidantes
totais e flavonoides totais devido a sua natureza antioxidante (Bergquist, 2006). O espinafre é um
alimento rico em valor nutricional, sendo uma boa fonte de antioxidantes naturais como compostos
fendlicos ou flavonoides, clorofilas, acido cafeico, quercetina, patuletina, espinacetina, jaceidina,
tocoferdis (vitamina E), dcido ascdrbico (vitamina C) e polifendis e é rico em vitamina A (provitamina
A e retinol), riblofavina, B-caroteno, acidos félicos e minerais como célcio, ferro, fésforo, sédio,
potassio, molibdénio, selénio, zinco (Ashok Kumar C.K* et al., 2013; Garcia, 2022; Murcia et al.,
2020). E ainda rico em &cido oxalico e 4cido ascorbico.

Desde ha muito que é reconhecido o seu valor nutricional, ja na década de 60 do século
passado. O valor nutritivo especifico das folhas de espinafre é relativo ao conteudo alto de ferro (4-
6 mg por 100 g de peso seco), por isso, a planta possui um elevado poder anti-anémico (Neskovi¢
& Culafi¢, 1988).

Tem um elevado contetido em agua (92 %) e proporgdes muito baixas em carbohidratos,
lipidos. No entanto, o teor em proteina (2,9 %) é importante. A baixa concentra¢do de lipidos e
acUcares permite que o espinafre seja um alimento diurético, presente nas dietas equilibradas
(Murcia et al., 2020; Robalo, 2021).

O espinafre acumula oxalato que em elevadas concentragdes nos fluidos corporais podem
cristalizar em forma de oxalato de cdlcio e causar litiase renal, que na giria é designada por “Pedras
nos rins” (Dias, 2019; Robalo, 2021). O oxalato de cdlcio € um composto anti-nutricional que pode
reduzir a biodisponibilidade de magnésio e mesmo de ferro (Almeida, 2015).

A presenca de ecdisterona no espinafre levou a que fossem realizados estudos que
evidenciaram o seu efeito no desempenho atlético dos participantes, apds o consumo durante 10
semanas do equivalente a 4 quilos de espinafres crus por dia comparando com participantes que
receberam placebos. Assim surgiu a recomendagdo de incluir esta substdncia presente nos

espinafres na lista de substancias proibidas, dopping (Isenmann et al., 2019).
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O Quadro 3 apresenta a composicao média do espinafre expressa por 100 g de parte

comestivel.

Quadro 3 - Composi¢cdao média do espinafre expressa por 100 g de parte comestivel (Fonte: USDA, 2023).

Parametros Quantidade
Agua (g) 91,4
Energia (kcal) 23
Proteina (g) 2,86
Lipidos (g) 0,39
Carbohidratos (g) 3,63
Fibra (g) 2,2
Agucares (g) 0,42
Vitamina A (mg) 469
Vitamina B6 (mg) 0,195
Vitamina B12 (ug) 0
Vitamina C (mg) 28,1
Vitamina D (D2+D3) (mg) 0
Vitamina K (ug) 483,5
Riboflavina (mg) 0,189
Niacina (mg) 0,724
Tiamina (mg) 0,078
Potassio (mg) 558
Calcio (mg) 99
Fosforo (mg) 49
Magnésio (mg) 79
Sédio (mg) 79
Ferro (mg) 2,71
Zinco (mg) 0,53
Manganés (mg) 0,897

Sugere-se que compostos que impedem a bioatividade de glicoglicerolipidios possam estar
contidos no extrato etandlico de espinafre. Desta forma, a fragcdo de glicoglicerolipidica do
espinafre pode inibir a atividade polimerase (DNA polimerase), em mamiferos, o crescimento de
células cancerigenas cultivadas em humanas e proliferagdo de tumor sdlido in vivo com
administragao oral. Esta fracdo pode ajudar na preven¢dao do cancro, além de ser um alimento
funcional com atividade anticancerigena (Maeda et al., 2010).

O espinafre por ser um vegetal rico em ferro tornou-se uma prioridade na produgdo de
vacinas comestiveis. As tentativas de utilizar os métodos convencionais para desenvolver vacinas
contra a infe¢do por HIV ainda esta em estudo. Recentemente, a proteina Tat do HIV-1 tem sido

explorada como uma boa vacina com ampla a¢do e com acgdo sub-tipo ndo especifica.
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Curiosamente, foi desenvolvido um espinafre transgénico que expressa uma boa quantidade de
proteina Tat A sem que afete a qualidade das folhas desenvolvidas. No entanto, como este
espinafre transgénico provoca uma resposta imune ainda por descobrir, desenvolver-se uma vacina
comestivel a base de plantas contra a doenga infeciosa, AIDS tornou-se uma espectativa. A cultura
do espinafre foi selecionada para servir de veiculo para administracdo oral da vacina contra a
doenca de antraz que é uma doenca infeciosa grave causada pela bactéria gram-positiva conhecida

como Baccilus anthracis (Naik, 2022).

2.1.4. CLASSIFICAGAO DAS VARIEDADES

Segundo Almeida (2015), é interessante, do ponto de vista horticola, conhecer critérios de
classificagdo das variedades, tais como:
1. Porte da planta
a. Ereto, semi-ereto ou prostrado. Neste caso, se a colheita for mecanizada é

importante escolher uma variedade de porte ereto.

N

. Tipo de folhas

a. Tamanho, intensidade da cor verde e forma.

w

Rugosidade do limbo

a. Variedades de folhas lisas, folhas semi-rugosas ou folhas rugosas.

I

. Aptidao

a. Fresco ou congelado.

]

. Adaptacdo a época de producdo

a. Outono-inverno e primavera-verao.

Estas sdo também classificadas de acordo com a forma da semente, posi¢cdo da folha e
comprimento do peciolo (Neskovi¢ & Culafi¢, 1988).

A época de producdo é um importante critério de classificacdo das variedades, diferencia-
se entre época de outono-inverno e de primavera-verdo, sendo que as variedades se destinam a
uma das épocas tendo em conta diversos fatores como a velocidade de crescimento, a cor, a
germinagao, entre outros fatores. Comercialmente o espinafre é classificado com base nas
carateristicas das folhas (Robalo, 2021). Cada tipo de folha tem um destino final especifico
consoante a sua aparéncia e sabor o que permite que se destinem para mercados distintos, de

produtos processados ou frescos.
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Considerando este ultimo critério, é de destacar a classificagdo apresentada por Avsar
(2011) e por Welbaum (2015), na qual se distinguem trés principais variedades de espinafre:
e Folhalisa
o Caraterizadas por terem folhas alisadas sem vincos em forma de espada, usada
preferencialmente para processamento;
e Folha savoy
o Caraterizadas por terem folhas mais encaracoladas, vincadas e mais crocantes,
usada especialmente para venda em fresco.
e Baby leaf
o Caraterizada por ser um tipo de folha usado preferencialmente em saladas

devido ao seu sabor e textura delicada.

Existem também variedades com carateristicas intermédias, que contém folhas tipo semi-
savoy distinguindo-se por terem folhas ligeiramente enrugadas (Mahr, 2022; Morelock & Correll,
2008). Note-se que as variedades de folhas savoy, devido a sua aparéncia e sabor, tém maior vida
util e tém menos acido oxalico do que as que contém folhas lisas. As folhas savoy e semi-savoy sao
mais populares para consumo em fresco, enquanto as folhas lisas sdao mais adequadas para
consumo processado. A popularidade das variedades lisas tem vindo a aumentar com a crescente
procura por espinafres frescos, em particular por espinafre “baby leaf” (Lucier et al., 2004; Simko
et al., 2014).

Posteriormente, e em termos de adaptacdao ao meio abidtico, dois dos fatores importantes
a considerar na escolha de uma variedade sao a tolerancia ao espigamento precoce e a resisténcia
a doengas. Desta forma, as variedades hibridas que sdao mais produtivas e apresentam uma maior
proporcdo de plantas femininas, tornam-se vantajosas pois produzem mais e espigam mais
tardiamente do que as masculinas (Almeida, 2015). Na escolha de uma variedade também é
importante considerar a resisténcia as temperaturas elevadas e a fotoperiodos de dias longos
(primavera-verao) o que obviamente se reflete numa maior resisténcia ao espigamento como ja foi

referido, logo numa dificuldade ou na demora da emissdo da haste floral.
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2.1.5. CONDICOES EDAFOCLIMATICAS NO DESENVOLVIMENTO VEGETATIVO E REPRODUTIVO DO
ESPINAFRE
O espinafre é uma planta preferencialmente de clima temperado e o melhor produto é
obtido nas estacGes frias (Magnée, 2022; Navarrete, 2006). Ndo suporta temperaturas
excessivamente elevadas e resiste a temperaturas extremamente baixas (Valero, 2020). O
espinafre é uma cultura com ciclo cultural curto, entre 60-90 dias, dependendo da época em que é
semeada e apresenta tolerancia a geadas fracas (Navarrete, 2006).
No caso de uma “baby leaf”, a cultura podera se desenvolver em aproximadamente 22 dias,

durante o Verdo e 60-65 dias, durante o Inverno.

2.1.5.1. FASES DE DESENVOLVIMENTO E CRESCIMENTO DA CULTURA DO ESPINAFRE

A semente é uma estrutura importante para manter a capacidade de produc¢do das plantas
(Rifna et al., 2019; Sharififar et al., 2015). As carateristicas agrondmicas e botanicas das sementes

sdo apresentadas no Quadro 4.

Quadro 4 - Carateristicas agrondmicas e botanicas da semente de espinafre (Fonte: Adaptado de Almeida, 2015).

Carateristicas agrondmicas e botanicas da semente de Valor
espinafre
Numero de sementes por grama 80-115
Peso de 100 sementes (g) 8,7-12,5
Pureza fisica minima (% em massa) 97
Faculdade germinativa (%) Minima 75
Variedades comerciais 85
Duracdo da faculdade germinativa (anos) 4
Localizagao das reservas Endosperma
Tipo de germinacgao Epigea

Em média, entre a sementeira e a emergéncia é necessario um somatério térmico de 111
°C acima de uma temperatura-base de 0,1 °C. Embora a dura¢do da faculdade germinativa
considerada em diversa bibliografia seja de 4 anos, as sementes com mais de 1 ano tendem a ter
uma faculdade germinativa mais reduzida, menor que 80 %, e uma germina¢do mais lenta e
irregular (Almeida, 2015). A temperatura é um fator abidtico que influencia a percentagem de

germinagao e o nimero de dias para a emergéncia como se pode observar no Quadro 5.
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Quadro 5 - Percentagem de germinagdo (%) e dias para a emergéncia consoante a temperatura (Fonte:
Adaptado de Valero, 2020).

Temperatura (°C) Germinagado (%) Dias para a emergéncia
0 83 63
5 96 23
10 91 12
15 82 7
20 65 6
25 50 5
30 30 6
35 0 0

Alguns autores estudaram o efeito da temperatura na germinagdo da semente de
espinafre, tendo em conta intervalos de temperatura de 5 °C. Foi possivel observar que a
germinagao varia consoante a temperatura a que as sementes sdo sujeitas e influenciard os dias
para a emergéncia (Quadro 5). As condi¢gdes 6timas sao encontradas quando o solo, onde as
sementes sao instaladas, apresenta uma faixa de temperatura entre 10 a 15 °C, podendo estas
emergir apds 10 a 12 dias. E, por isso, que nesta faixa de temperatura se obtém a melhor razio
percentual de germinac¢do. Diversos autores referem que, no entanto, a faixa de temperatura
considerada 6tima fica entre 15 a 25 °C, devido ao facto de se obter uma boa relagdo entre o

periodo de emergéncia e germinag¢do (Quadro 5) (Valero, 2020).

Quadro 6 - Temperaturas cardinais para o espinafre (Fonte: Adaptado de Almeida, 2015 e Navarrete, 2006).

Parametro Temperatura (°C) Humidade relativa (%)
Danos por congelamento -5
Quebra do desenvolvimento 5
Minima 2-5
Germinagdo Otima 20-25
Méxima 25-30 60-70
Minima 5-7
Desenvolvimento Otima 15-20
vegetativo Madxima 25-32

Adicionalmente, autores afirmam que, no entanto, em condi¢des de temperatura minima
(5 °C), a semente pode levar mais de 20 dias a germinar (Navarrete, 2006). A uma temperatura de
0 °C, as sementes também tém a capacidade de germinar, no entanto, a germinagao dura cerca de
2 meses. A uma temperatura de 25 °C, a faculdade germinativa é drasticamente reduzida (30 %) e
acima de uma temperatura de 30 °C, as sementes ndo germinam. Em condi¢des de campo, a
emergéncia das plantulas pode durar 8 (15-25 °C) a 20 (5-10 °C) dias. As temperaturas cardinais
para o estado de germinacdo e para o desenvolvimento vegetativo sdo as apresentadas no Quadro

6. A germinagdo 6tima ocorre a uma temperatura de 20 °C, em aproximadamente 7 dias. A
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temperatura minima para o crescimento da cultura é de 5 °C, no entanto, o desenvolvimento é
muito lento quando a temperatura é inferior a 10 °C. As temperaturas baixas induzem a produgao
de folhas mais pequenas, mais espessas e mais asperas e favorecem a acumula¢do de 4cido oxalico
nas folhas. Quando existem condi¢Bes de temperaturas superiores a 15 °C e condi¢des de dias
longos, superior a 14 horas, as plantas entram na fase reprodutiva. Quando as temperaturas do ar
sdo superiores a 25 °C, estas tendem a prejudicar a qualidade, reduzindo a espessura e a
intensidade da cor das folhas (Almeida, 2015). Para o desenvolvimento normal da espécie é

necessaria uma temperatura média mensal minima de 6 °C (Valero, 2020).

2.1.5.2. TipO DE SOLO

A cultura do espinafre adapta-se bem a solos franco-arenosos, férteis, bem drenados, ricos
em matéria organica e com elevada capacidade de retengao de dgua. A compactacdo do solo é a
principal limitagcdo edafica a cultura. Esta cultura desenvolve-se mal em solos acidos, vegetando
bem no intervalo de pH entre 6,5 e 8,0 sendo o intervalo étimo de 6,5 a 7,0 (Almeida, 2015;
Morelock & Correll, 2008). A percentagem de germinag¢do da semente de espinafre diminui quando
estamos perante sementeiras realizadas em solos muito acidos (Valero, 2020). Também quando a
cultura se encontra em solos acidos, os peciolos apresentam uma cor avermelhada, por outro lado,
quando a cultura se encontra em solos alcalinos pode ocorrer clorose férrica. O espinafre tem

tolerancia a salinidade do solo moderada a elevada (Almeida, 2015).

2.1.5.3. FERTILIZAGAO

Apresentam-se os valores indicativos referentes a exportacdo total de nutrientes pela
cultura do espinafre (Quadro 7), e real¢a-se que esta exportacdo varia em fungao da produtividade,

numero de cortes e variedade utilizada.

Quadro 7 - Exportagdo total de nutrientes pela cultura de espinafre (Fonte: Adaptado de Almeida, 2015).

Produtividade | N (kg.ha™!) P,0s K,0 Ca0 MgO
(t.ha™1) (kg.ha™?1) (kg.ha™1) (kg.ha™?1) (kg.ha™?1)
11 90 28 110 30 16
20 95 35 100 - -
36 58 39 174 32 9
83 91 27 233 23 20

A cultura do espinafre, por ser de ciclo curto exerce uma elevada procura de nutrientes
num curto espac¢o de tempo, que devem estar disponiveis para a planta (Valero, 2020). Quando

colhida jovem como “baby leaf”, a absorgao de nutrientes é relativamente baixa (Koike et al., 2011).
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De modo, a aumentar a proporg¢ao de folhas e suportar as elevadas taxas de crescimento,
esta cultura deve ser bem fertilizada (Almeida, 2015). A taxa de fertilizacdo deve ser determinada
tendo em conta o objetivo da cultura de espinafre (“baby leaf”, espinafre jovem, entre outros), o
tipo de solo, o resultado das andlises de solo e o histérico recente da cultura (Koike et al., 2011). A
fertilizacdo de cobertura deve fornecer os nutrientes necessarios na fase final do ciclo cultural uma
vez que cerca de dois tercos da biomassa total da cultura é produzida no tergo final do ciclo cultural.
Em termos de fornecimento dos nutrientes necessdrios a cultura, o azoto deve ser repartido
aplicando 50% na fertilizagao de fundo e os restantes 50% repartidos em uma ou duas fertiliza¢gdes
de cobertura, cerca de 3 semanas apds a sementeira. A quantidade de N fornecido a planta pode
aumentar de modo a otimizar a produtividade e a colorac¢do das folhas (Almeida, 2015).

A falta de N poderd originar, uma colora¢do diferente das folhas, podendo levar a presenca
de caules curtos e finos se a deficiéncia estiver num estado avangado sendo que este tipo de
sintomatologia podera prejudicar a produtividade da cultura (Valero, 2020). Note-se que a
quantidade de N adicionada e a quantidade de N disponivel no solo antes da sementeira afetam o
teor de NO; no espinafre (Breimer, 1982). Varios autores, afirmam que o fésforo e o potassio
devem ser aplicados durante a preparagao do solo (Valero, 2020). O potassio tem um efeito
benéfico na qualidade através da melhoria da textura e da turgescéncia das folhas (Almeida, 2015).
Na maioria dos solos, a disponibilidade de fésforo é maxima quando o pH do solo esta entre 5,5-
7,0, diminuindo a sua disponibilidade quando o pH for inferior a 5,5 e subindo a sua disponibilidade
quando o pH for superior a 7,0. A reten¢do e a menor disponibilidade para as plantas, quando o pH

é baixo, resulta da reac¢do do ferro, aluminio e hidréxidos (Valero, 2020).

2.1.5.4. NECESSIDADES HIDRICAS

A cultura do espinafre beneficia da constante disponibilidade de agua no solo. O sistema
radicular superficial explora um volume reduzido de solo e, deste modo, hd uma exigéncia de regas
com maior frequéncia (Almeida, 2015) para que o solo se mantenha uniformemente hiumido, uma
vez que o espinafre ndo se adapta ao excesso de dgua porque é sensivel a asfixia radicular (Koike
et al., 2011). Deste modo, a quantidade e a frequéncia com que a cultura é regada dependera de
diversos fatores, climaticos e de solo. Em culturas de ciclo curto como é o caso do espinafre “baby
leaf” e do espinafre jovem é utilizada a rega por aspersao. Esta rega permite que a quantidade de
agua seja fornecida com menor débito permitindo um maior controlo no aparecimento e
propagacdo de doengas causadas por fungos de solo e no apodrecimento das raizes, coroa e folhas
inferiores uma vez que, se o solo estiver em condi¢des de saturacgdo isso contribuird para o seu

aparecimento e propagacdo e, posterior, apodrecimento de diversas partes da cultura. Caso haja
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alternancia de periodos de abundancia de agua e de défice hidrico, isto pode favorecer o

espigamento (Almeida, 2015).

2.2. DESCRICAO DE UMA CULTURA DE ESPINAFRE PRODUZIDA PARA “BABY LEAF”

As variedades mais utilizadas e mais indicadas na producdo de “baby leaf” sdo
normalmente variedades que possuem um crescimento ereto o que permite minimizar o contacto
com o solo, mantendo as folhas limpas e facilitando a colheita, uma vez que estas sdo colhidas
numa fase em que a planta apresenta somente 6 a 8 folhas verdadeiras (DGADR-Dire¢ao-Geral de
Agricultura e Desenvolvimento rural, 2008, 2018). O espinafre “baby leaf” é colhido apds um ciclo
cultural mais curto e semeado em maiores densidades, ou seja, com menor espacamento na
entrelinha do que o espinafre comum, o que proporciona uma folha mais pequena (Bergquist,
2006) o que torna a sementeira de espinafre “baby leaf” desafiante e relativamente mais
dispendiosa do que outros tipos de espinafre (Koike et al., 2011; Magnée, 2022).

O espinafre é produzido em sistemas de producdao convencionais e bioldgicos, com maior
crescimento para o modo de produgdo biolégico devido a crescente sensibilizacdo dos
consumidores para os potenciais riscos ambientais da utilizacdo de fungicidas e para os riscos de
seguranca alimentar de residuos de fungicidas que podem aparecer em culturas consumidas em
fresco provenientes de sistemas de producdo convencionais (Magnée, 2022). No entanto, neste
estudo, o espinafre foi semeado em modo de produgdo convencional pois o tratamento de
semente, s6 é permitido neste modo de produgao.

Relativamente a preparac¢do do solo para a sementeira, é aconselhdvel que o solo esteja
livre de infestantes e residuos da cultura anterior. A prepara¢dao da cama da semente é realizada
com o recurso a maquinas agricolas que descompactam o solo em profundidade e o preparam para
a instalagdo da cultura. Apds este processo, é realizada a incorporacdo da matéria organica com a
adubacdo de fundo e depois o terreno é armado em camalhdes. Posteriormente, é realizada a
sementeira da cultura.

Todos os herbicidas, fungicidas e inseticidas sdo aplicados tendo em conta fatores abidticos
e bidticos pois estes sdo cruciais na tomada de decisdo da aplica¢do de produtos fitofarmacéuticos
na protec¢do da cultura.

A aplicacdo de herbicidas deve ser realizada preferencialmente em pré-emergéncia. Os
inseticidas devem ser aplicados tendo em conta o nivel econdmico de ataque da praga. Todas as
aplica¢oes de fitofdrmacos sdo realizadas com o recurso a um pulverizador de jato projetado. A

adubacdo de fundo e a adubacgdo de cobertura sdo realizadas com um espalhador centrifugo.
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Sabendo que o espinafre é uma cultura que ndo tolera o excesso de dgua, e que necessita
que o solo esteja com um nivel de humidade adequado para um desenvolvimento mais rdpido tem
de ser feita uma boa gestdo da rega, ou seja, regas com pouco débito e com muita frequéncia. A
rega é feita essencialmente pela manha sendo que é gerida de acordo com diversos fatores como
o vento, precipitacao, temperatura, aplicagcdo de adubo, entre outros. No caso do espinafre, a rega
¢ feita por aspersdo. Neste estudo, foi fornecido um caudal médio de 420 I/h durante cerca de 6
horas, de 3 em 3 dias, informacao a titulo meramente indicativo.

Na época de verdo é necessario aumentar a frequéncia com a qual é fornecida dgua a planta
porgue existe maior evapotranspiracao. Normalmente a rega é gerida tendo em conta as diferentes
fases de produgdo do espinafre. Sao feitas duas a trés regas até a sementeira, apds a sementeira
rega-se novamente e quatro a cinco dias apds faz-se nova rega. Apds estas regas é feita uma
aplicacdo de 3 em 3 dias (dai a média referida anteriormente). O nimero de regas aumenta até se
aproximar o dia da colheita sendo que 36 a 48 horas antes da colheita, deixa-se de regar a cultura.

Quando a planta atinge o nimero pretendido de 6 a 8 folhas verdadeiras e cumprindo com
os intervalos de seguranga dos produtos aplicados, pode-se iniciar a colheita. A decisdo da colheita
do espinafre depende do tamanho da folha sendo que o tamanho depende das condi¢des de
crescimento como a temperatura, irradiacdo e disponibilidade de 4dgua e nutrientes. Depende
também das condi¢Ges climatéricas, da carga de trabalho no local de produgdo e da procura pelo
produto (Ott et al., 2008). A colheita é feita mecanicamente com o recurso a uma maquina de corte
e, posteriormente, o produto é colocado em caixas que vao diretamente do campo para a fabrica
onde se inicia todo o processo de lavagem e embalamento.

Este tipo de espinafre é normalmente vendido fresco em sacos de polipropileno e o tempo
maximo de armazenamento é de aproximadamente 10 dias, a uma temperatura recomendada de
aproximadamente 0 °C (Wills et al., 1998).

O espinafre “baby leaf” é uma cultura que apresenta a vantagem de ter um ciclo cultural e
uma vida util curta, tornando-o naquilo a que chamam um “excelente modelo de cultura”

(Bergquist, 2006).
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2.3. Os NITRATOS

O nitrato é um composto de azoto que ocorre naturalmente em concentragdes moderadas
nos mais variados ambientes (Robalo, 2021). Este é um constituinte natural nas plantas, sendo que
a sua concentracdo dentro da planta varia consoante diversos fatores ambientais e genéticos
(Maynard et al., 1976). A concentragdo de nitratos nas plantas depende da espécie utilizada, da
utilizacdo de fertilizantes de azoto e das condi¢des de crescimento da cultura (Abubaker et al.,
2010). Desta forma, o aumento da concentragao de nitratos nas folhas é o resultado de todos os
fatores que aumentam a concentra¢do total de azoto do tecido que estad relacionada com a
aplicacdo de fertilizantes azotados sendo estes, o principal fator que influencia o teor de nitratos
em culturas vegetais (Abubaker et al., 2010; Cantliffe, 1973; Okazaki et al., 2008).

Na produgdo comercial de espinafre estima-se que cerca de 60 % do azoto é perdido por
lixiviagdo devido ao sistema radicular superficial e ao ciclo curto da cultura. No entanto, embora o
espinafre necessite de quantidades de azoto significativas para o seu desenvolvimento, é pouco
eficaz na redugdo de nitrato (NO3) (Joshi et al., 2020).

Diversos fatores influenciam a acumulagdo de nitratos nas plantas, incluindo a falta de luz
solar e 4gua, a variedade, a maturidade, o tipo e a quantidade de fertilizante azotado aplicado, os
niveis de nitratos no solo e a qualidade da agua de rega. Para além destes aspetos, a acumulagao
de nitratos depende da genética da planta e do poder de fornecimento de nitrato do solo (Castro
et al., 2009; Correia, 2009; Maynard et al., 1976; Ott et al., 2008; Santamaria, 2006; Vieira et al.,
1998). Verifica-se que a acumula¢do de nitratos é maior durante os meses correspondentes as
estacGes de outono e inverno do que durante as estagdes de primavera e verdo. As plantas
acumulam maior concentragdo de nitratos (NO3) sob condigdes de baixa luminosidade e durante
condi¢Ges de fotoperiodo reduzido (Barcelos et al., 2016). Fatores como baixa temperatura e
excesso de azoto, também proporcionam maior concentra¢do de nitratos nas folhas.

A acumulagdo de nitratos em culturas “baby leaf” depende das carateristicas do solo, da
utilizacdo de fertilizantes, da época de colheita e do tamanho do vegetal e condi¢des de
conservagao (Aires et al., 2013).

Varios autores referem que a concentragao de nitratos varia também consoante as partes
da planta onde estas concentra¢des sdo analisadas (Ott et al., 2008). Estas também variam
consoante a idade da planta (Maynard et al., 1976). A concentragdo de nitratos é menor nas
estruturas florais e é mais elevada, por ordem crescente, nos frutos ou graos, nas folhas, raizes e
peciolos ou caules (Ott et al., 2008). Estudos realizados por Breimer (1982) comprovaram que as
folhas mais velhas tinham uma concentragao muito maior do que as folhas mais jovens. Os vegetais

de folhas destacam-se por serem bons acumuladores de nitrato devido ao seu rdpido crescimento
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e porque os nitratos tendem a se acumular principalmente nas folhas, parte comestivel (Kmecl et
al., 2019; Quijano et al., 2017; Salehzadeh et al., 2020). Exemplo disso, é a cultura do espinafre
(Santamaria, 2006) que é um vegetal de folha verde que normalmente contem elevados niveis de
nitratos (Cantliffe, 1973; Correia, 2009) que podem ser prejudiciais para a saide humana (Barcelos
et al., 2016).

De acordo com a Comissdo Europeia (CE) foram definidos limites maximos permitidos em
culturas de folhas verdes. Estes limites referentes a concentragdo de nitratos nos espinafres sao de
3.500 mg NO3 /kg quando se trata de alimentos frescos e de 2.000 mg NO3 /kg quando se trata de
alimentos processados (conservados, ultracongelados ou congelados) (Unido Europeia, 2011).

Pavlek (1982), citado por Neskovi¢ & Culafi¢ (1988), referiu que “nos paises desenvolvidos,
até 80 % do espinafre produzido é processado como comida enlatada ou congelada”. Esta situagdo
parece manter-se sendo que Correia et al., (2010) indica que os vegetais sdo a principal fonte de
nitratos na dieta, estimando-se que cerca de 80 a 95 % do nitrato presente na dieta humana deriva
do seu consumo (Habermeyer et al., 2015; Hord et al., 2009; Karwowska & Kononiuk, 2020).

De acordo com o conhecimento atual, presume-se que a ingestdo de vegetais é benéfico
para a populacdo apesar dos seus teores de nitrato e nitrito (Correia et al., 2010), sendo que este
consumo tem sido associado a reducdo do risco e da mortalidade ligados as doengas
cardiovasculares, a obesidade e a algumas neoplasias (Marques, 2012). No entanto, os niveis de
concentragao de nitratos sdao um problema para a saude humana (Ott et al., 2008) que em elevadas
quantidades pode provocar problemas como hipotireoidismo ou metemoglobinemia em bebés e
cancro em adultos (Cunningham, 2013; Karwowska & Kononiuk, 2020; Kobayashi et al., 2015;
L'Hirondel & L'Hirondel, 2002). O nitrito, que advém da redugdao do nitrato, ou que pode estar
presente como aditivo alimentar, é o composto que apresenta riscos para a saude humana
(Maynard et al., 1976). Os nitratos apresentam baixa toxicidade, mas cerca de 5 % dos nitratos
ingeridos sdo transformados em nitritos pelas enzimas nitrato redutase, na boca e no trato
gastrointestinal (Correia et al., 2010; Tamme et al., 2006), que depois no estdbmago sdo convertidos
em oxido nitrico (NO) e compostos do tipo N-nitroso (NOC). Estes reagem posteriormente com as
aminas e com as amidas originando nitrosamidas e nitrosaminas (Correia, 2009), cujo carater
carcinogénico, teratogénico e mutagénico é reconhecido desde os anos 50 do século passado
(Marques, 2012).

As melhores praticas culturais e correta prepara¢do dos alimentos sdo medidas que

permitem a reducdo de N nos vegetais frescos (Ott et al., 2008).
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2.4. TESTES DE GERMINAGCAO DE SEMENTES

A realizagdo de testes de germinagdo de sementes deve ser feita no estrito cumprimento
das regras apresentadas pelas entidades responsaveis a nivel internacional e nacional, neste
trabalho a International Seed Testing Association (ISTA) e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA).

De acordo com as normas International Seed Testing Association (ISTA), a germinagao de
uma semente refere-se ao desenvolvimento das estruturas do embrido a um determinado estadio
de desenvolvimento que permite perceber se a semente tem ou ndo aptidao para se desenvolver
numa planta normal, sob condi¢des favoraveis de campo (International Seed Testing Association,
2010).

Para que uma plantula se desenvolva até se tornar uma planta normal deve ter as seguintes
estruturas: sistema radicular (raiz primdria) e parte aérea (hipocétilo, epicétilo e cotilédones (um
ou mais). Plantulas normais sdo plantulas que demonstram potencial para continuar o seu
desenvolvimento dando origem a plantas normais, quando desenvolvidas sob condi¢des favoraveis.
Plantulas anormais sdo plantulas que ndo mostram o seu potencial para continuar o seu
desenvolvimento dando origem a plantas normais, mesmo se desenvolvendo em condi¢des
favoraveis sendo que, estas plantulas podem ser plantulas danificadas, deformadas ou deterioradas
apresentando diversos defeitos, quer ao nivel do sistema radicular, quer ao nivel da parte aérea. O
objetivo final é que todas as sementes germinem demonstrando o seu potencial, no entanto, isso
nem sempre acontece, devido a varios fatores tais como o tipo de semente, se sdo 1) sementes
duras que permanecem sem absorver agua por um periodo mais longo que o normal e se
apresentam no final do teste aspeto de sementes recém colocadas no substrato, isto é, ndo
intumescidas, ou se sdo 2) sementes dormentes que embora sejam vidveis ndo germinam, mesmo
estando em condig¢des especificas para a espécie em teste ou ainda se sdo 3) sementes mortas que
no final do teste ndo germinam, ndo sdo duras, nem dormentes, apresentando-se, geralmente,
amolecidas, atacadas por microrganismos nao indicando nenhum sinal de inicio de germinagao.
Aguando da escolha do tipo de substrato a utilizar para a realiza¢do do teste deve-se ter em conta
1) o tamanho da semente, 2) a exigéncia da semente relativa a quantidade de agua, 3) a
sensibilidade da semente a luz e 4) a facilidade que o substrato oferece para a realizagdo das
contagens e para a avaliagao das plantulas (Ministério da Agricultura, 2009). Existem varios tipos
de papel utilizados em laboratério de acordo com a espécie vegetal utilizada, sendo o papel de filtro
humedecido o mais utilizado.

Nas amostras a testar devem ser contabilizadas 400 sementes ao acaso, organizadas em

repeticdes de 4 de 100 sementes cada, ou 8 com 50 sementes ou 16 com 25 sementes
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(International Seed Testing Association, 2010; Milivojevié et al., 2018; Ministério da Agricultura,
2009). As restantes sementes devem ser conservadas até ao final dos testes, podendo vir a ser
utilizadas na repeticdo do mesmo, se necessario (Ministério da Agricultura, 2009). As sementes
devem ser colocadas uniformemente distribuidas no substrato, dentro de placas de Petri e devem
estar suficientemente afastadas de modo a minimizar a competicdo e a contaminagdo entre as
sementes e plantulas em desenvolvimento. Deve-se optar, por um lado, por realizar a germinacgado
das sementes por cima de uma ou mais camadas de papel de filtro ou, por outro lado, por realizar
a germinacgao das sementes entre duas camadas de papel de filtro, mantendo sempre a humidade
relativa da placa de Petri a um nivel que impeca a secagem total da placa (International Seed Testing
Association, 2010).

O substrato deve estar hiumido o suficiente para que as sementes recebam a quantidade
de dgua necessaria para germinarem; tratando-se de papel de filtro, este ndo deve ser demasiado
humedecido uma vez que, o facto de haver excesso de agua limita a aerag¢do prejudicando a
germinagao da semente. Apds o fornecimento da quantidade de agua necessdria para que a
semente germine, a adicdo subsequente de dgua fica ao critério do analista, no entanto deve ser
evitada sempre que possivel pois, aumenta as variagdes entre as repeticdes e entre os testes de
germinacdo. E importante garantir que o substrato se mantém suficientemente himido durante
todo o teste de modo a evitar o re-humedecimento do substrato pelo que se devem manter as
amostras em ambiente com valores de humidade a volta de 90 % para que ndo haja perdas de agua
por evaporacdo e/ou manter os recipientes fechados. Para que n3o seja necessario adicionar mais
agua durante os testes, pode-se também calcular a quantidade de agua a ser adicionada utilizando
a relagdo volume de dgua (mL) por peso do substrato (g). Algumas pesquisas indicam que, para a
maioria das sementes, deve ser adicionado um volume de dgua em quantidade equivalente a 2,0 a
3,0 vezes o peso do substrato (Ministério da Agricultura, 2009).

As sementes para germinarem, utilizando um meio de cultivo adequado, devem ser sujeitas
a uma determinada temperatura que estd definida pelas normas ISTA. Para além disso, devem estar
num local iluminado de modo a favorecer o desenvolvimento das estruturas essenciais das
plantulas, facilitando a avaliacdo e reduzindo a possibilidade de ataque de microrganismos.

Para cada espécie existe uma duragdo de tempo diferente. A contagem do numero de
sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.) germinadas tem duas fases, a primeira contagem é
feita ao 72 dia e a segunda contagem é feita ao 212 dia.

Se no final do periodo do teste, algumas sementes apenas tenham iniciado a germinacao,
pode se prolongar o teste por mais sete dias ou até metade do periodo indicado. O teste pode ser
dado como concluido antes do tempo indicado, caso ja se tenha obtido a germinagdo maxima.

Durante a realizagdo dos testes, devem-se retirar as plantulas que atingiram o completo
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desenvolvimento das estruturas essenciais. No entanto, plantulas anormais que tenham outros
defeitos devem ser deixadas até a ultima contagem. Se for necessario, pode-se adiar a primeira
contagem de modo a que, as plantulas atinjam o desenvolvimento adequado (Ministério da

Agricultura, 2009).

2.5. MATERIA FRESCA (MF) E MATERIA SECA (MS)

Esta cultura tem como finalidade a comercializacdo de “baby-leaf”, embalada, caraterizada
por uma grande perecibilidade e uma vida atil curta. Assim a determina¢do da matéria seca tem
uma grande importancia uma vez que, a uma maior ou menor quantidade de agua presente no
produto corresponde uma melhor ou pior conservagao do material. Um elevado teor de humidade,
dificulta a conservagdo de alimentos. Deste modo, para que se compare fidedignamente dados de
analises realizados num tempo diferente e em locais diferentes, é determinante que todos os dados
das andlises quimicas realizadas sejam expressos na base de matéria seca, ja que o teor de
humidade presente interfere na comparacdao do valor nutritivo de dois ou mais alimentos. A
determinacdao pode ser realizada por métodos diretos ou indiretos. No processo indireto, a
diferenca de peso deve-se a perda de agua. No entanto, outras substancias volateis como os acidos
gordos sdao perdidos pelo aquecimento. Este método indireto, utilizado para a determinagao da
matéria seca residual, divide-se em duas fases, a pré-secagem e a secagem definitiva (Laboratério

Nutricdo e Metabolismo Animal, 2022).
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2.6. TRATAMENTO DE SEMENTES REALIZADOS NO CONTROLO DE DOENGAS DE SOLO

Os agentes patogénicos transmitidos pela semente e os agentes patogénicos habitantes do
solo prejudicam o desenvolvimento da cultura e, consequentemente, a sua produtividade. Tem
sido demonstrado que existe uma grande diversidade de fungos no interior das sementes (Chun et
al., 2021; Tr et al., 2019). Os tratamentos realizados as sementes podem ser uma forma mais eficaz
e menos dispendiosa na gestdo de doencas de plantas uma vez que, estes podem proteger as
plantas dos agentes patogénicos que, posteriormente podem vir a desenvolver doengas (Cummings
et al., 2009).

A International Seed Testing Association criada no final da década de 1920 e com o
aumento da percecdo dos danos causados pelos agentes fitopatogénicos transmitidos pela
semente, tanto durante o armazenamento como apds o desenvolvimento das plantulas, tem
desenvolvido novas opg¢des de tratamento de sementes (Ayesha et al., 2021). Os tratamentos
realizados a semente ocorrem em pré-sementeira e podem ocorrer de trés formas diferentes,
através de; 1) tratamento, 2) revestimento ou 3) peletiza¢cdo da semente (Pedrini et al., 2017) sendo
o tratamento da semente, o método mais comum (Ayesha et al., 2021).

No método do 1) tratamento da semente, as sementes podem ser tratadas a base de
fungicidas, inseticidas ou rodenticidas (White & Hoppin, 2004). Contudo, a maior parte destas
sementes sdo tratadas a base de fungicidas (White & Hoppin, 2004) com formulagdes secas ou
himidas. E possivel o tratamento destas a base de bio-formulantes como microrganismos dos
géneros Pseudomonas, Trichoderma e Rhizobium, que permitem melhorar o desempenho da
cultura em campo (Ayesha et al.,, 2021). Os tratamentos aplicados diretamente a semente,
permitem reduzir a carga de agentes fitopatogénicos na superficie ou no interior da semente sem
afetar a sua viabilidade e aptid3o. Estes sdo realizados de modo que ndo haja perturbagdao do
metabolismo da planta, protegendo a cultura contra doencas. Estes tratamentos podem superar a
dorméncia e melhorar a germinagdo, através da alteragao da integridade fisica das coberturas das
sementes, permitindo que a semente complete as fases iniciais da germinagao sob condi¢Ges mais
favoraveis (Katzman et al.,, 2001). Isto permitird ter outros beneficios como a melhoria na
emergéncia das sementes e a melhoria do vigor da planta (Ayesha et al., 2021).

O método do 2) revestimento da semente é geralmente realizado por indUstrias quando se
tem em vista lotes de sementes em elevada quantidade (Ayesha et al., 2021). Este assegura uma
melhor protecdo da semente durante a primeira etapa de vida protegendo a plantula de fungos do
solo (Bejo Port., 2022). O revestimento de sementes melhora o estabelecimento e crescimento das
plantas, garantindo a protecdo das plantas e reduzindo o stress abidtico (Amirkhani et al., 2016;

Kangsopa et al., 2018). Este método tem diversas vantagens, a superficie da semente fica mais lisa,
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facilitando a sementeira e a cor, que por vezes, é adicionada, torna as sementes mais visiveis no
solo. As sementes podem ser revestidas por diversos materiais, no entanto, empresas de sementes
tém evoluido no sentido de utilizarem revestimentos mais sustentaveis que se decompde
completamente, diminuindo o tempo de secagem, o que significa um menor consumo de energia
e, desta forma, um menor impacto ambiental (Bejo Port., 2022). O material mais utilizado no
revestimento das sementes sdo os fungicidas, pesticidas, inseticidas, nematicidas, e herbicidas
(Pedrini etal., 2017), no entanto, proteinas como o colagénio proveniente de residuos de peixe tem
sido testado como material promissor que pode ser utilizado no revestimento de sementes devido
as suas caracteristicas nutricionais e cardter pré-ambiental, no entanto, ainda esta a ser alvo de
estudos mais profundos (Skwarek et al., 2021).

Por ultimo, 3) a peletizagdo da semente é uma pratica em culturas nas quais a semente é
pequena como a cebola (Ayesha et al., 2021) cenoura (Ayesha et al., 2021; Jyoti & Bhandari, 2016)
e a alface, o que facilita a sementeira (Jyoti & Bhandari, 2016). Consiste em envolver uma semente
com uma pequena quantidade de material inerte que as torna uniformes em tamanho e forma
(Jyoti & Bhandari, 2016) com o intuito de melhorar a eficiéncia (Incote, 2022; Jyoti & Bhandari,
2016) e a rapidez do processo de sementeira, otimizar as condi¢des para uma étima germinacgao e
proporcionar protegdo as plantas. Este método proporciona um espago extra na semente
permitindo a adicao de produtos para protegao, nutricao e desenvolvimento sauddavel de plantulas.
Tal como no processo de revestimento da semente, na peletizagdo também se pode adicionar uma
coloragdo que torne a semente mais visivel no solo e que evidencie a sua qualidade. No processo
de peletizagdo sdo utilizados pds e liquidos cuidadosamente selecionados para formar uma
cobertura ao redor da semente uma vez que hd uma enorme variagdo nas caracteristicas das
sementes e nas exigéncias da cultura. A semente é totalmente recoberta perdendo a sua forma
original, ndo podendo ser possivel a identificacdo de que tipo de cultura se trata (Incote, 2022).
Reduz a taxa de deterioragdo principalmente em hortalicas, reduz a perda quantitativa e qualitativa
além de manter a qualidade da semente por mais tempo de armazenamento (Jyoti & Bhandari,
2016).

As sementes também podem ser tratadas na altura da colheita de modo a manter a
qualidade durante o armazenamento e o transporte das mesmas. Este armazenamento apds o
tratamento a base de fungicidas, por um longo periodo, pode resultar na fitotoxicidade do
metabolismo da planta (Lamichhane et al., 2020).

Relativamente ao tratamento de sementes em pré-sementeira com o auxilio de fungicidas
sistémicos, é uma estratégia muito importante e a mais utilizada nas praticas agricolas da maioria
das culturas em todo o mundo, fazendo-se correntemente em paises como os Estados Unidos,

Austrdlia e Franga (Lamichhane et al., 2020; White & Hoppin, 2004; You et al.,, 2020). Este
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tratamento visa a gestdo das doengas que afetam muitas culturas agricolas em todo o mundo
(Ayesha et al., 2021).

A gestdo de fungos fitopatogénicos utilizando fungicidas é importante para garantir a
seguranca alimentar (Steinberg & Gurr, 2020). Existem diversos grupos de fungicidas como triazois,
fenilpirrdis, fenilamidas, benzimidazéis e estrobilurinas que sdo utilizados no tratamento de
sementes (Zeun et al., 2013). O metalaxyl-M, substancia utilizada no tratamento de sementes das
variedades em estudo, é uma substdncia ativa que pertence a familia quimica (grupo) das
fenilamidas (Syngenta, 2019). Varias experiéncias mostram que algumas estirpes de fungos podem
desenvolver resisténcia a fungicidas que contém esta substancia ou outras fenilamidas (Panek et
al., 2022; Syngenta, 2019). Por isso, é que a utilizacdo de fungicidas pertencentes a este grupo, no
tratamento de sementes, sé sdo utilizados apenas uma vez na época de crescimento, como
preventivos. Isto permite que haja um menor risco dos agentes fitopatogénicos do solo
desenvolverem resisténcia (Syngenta, 2019).

O espinafre, cultura vegetal produzida para diversos mercados, € uma cultura suscetivel a
muitos agentes fitopatogénicos transmissiveis pelo solo que podem causar problemas de
germinagao e emergéncia (Syngenta, 2019). Os fungicidas sistémicos com a substancia metalaxyl-
M sdo utilizados no controlo de doengas de plantas causadas por fungos Oomicetas (Sukul &
Spiteller, 2000). No entanto, também existem outras espécies de fungos que causam doengas nas
plantas tais como os fungos pertencentes as classes Ascomiceta e Dothideomiceta e pertencentes
ao grupo de fungos patogénicos denominados de fungos imperfeitos e que se tentam controlar
através do mesmo método. Estes causam podriddes nas raizes e, consequentemente, a morte de
sementes ou plantulas e damping-off (Cummings et al., 2009). Esta substancia é um inibidor eficaz
no crescimento do micélio (Farih, 1981) e na formacgao de esporangios (Matheron & Porchas, 2000),
no entanto, ndo inibe a penetragao do fungo dentro da planta hospedeira, sé inibe o crescimento
micelial na planta (Cohen, 1979). Por outro lado, apesar de muitas das sementes bioldgicas
comerciais e de alguns tratamentos feitos a semente terem sido desenvolvidos para proteger as
sementes e as plantulas contra agentes fitopatogénicos, diversos produtos tém sido otimizados
para serem utilizados na producgao bioldgica tendo eficicia contra variados fungos (Cummings et
al., 2009). No entanto, até ao momento, o tratamento de sementes tem sido a forma mais eficaz

de controlar os diversos agentes fitopatogénicos do solo.
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2.7. DOENGAS CAUSADAS POR MICRORGANISMOS PATOGENICOS DO SOLO

As doengas de plantas sdao cada vez mais um problema na produgdo de espinafre em
Portugal. Estas impedem o cultivo e o crescimento da planta, uma vez que a podem destruir
parcialmente ou no seu todo, reduzindo significativamente o rendimento e a qualidade do produto
final (Agrios, 2005; Koike et al., 2003; Panth et al., 2020; Xu et al., 2022).

As doengas podem ser causadas por fatores abidticos e bidticos. No caso dos fatores
abidticos, como a temperatura, a humidade, os nutrientes, os poluentes, entre outros, quando
estes se encontram em niveis acima ou abaixo de um determinado intervalo tolerado pelas plantas
causam doencas denominadas de doengas abidticas sendo os trés primeiros fatores os mais
relevantes. Os fatores bidticos englobam microrganismos fitopatogénicos que podem causar
doengas denominadas de doencgas bidticas. Os agentes fitopatogénicos perturbam o metabolismo
das células vegetais e podem sobreviver no solo durante muitos anos (Agrios, 2005; Koike et al.,
2003). As condi¢des quando subdtimas podem ser devastadoras durante a germinagdo das
sementes e a emergéncias das plantulas (Magnée, 2022). Juntamente com as pragas e as
espontaneas, as doencas, interferem anualmente na produgdo ou destroem entre 31-42 % de todas
as culturas produzidas no mundo. Estima-se uma média de perdas totais de 36,5 % sendo que, 14,1
% sao causadas por doencgas o que significa que 14,1 % das colheitas sdo perdidas, o que se torna
um problema econdmico (Agrios, 2005).

A populagdo mundial continua a aumentar enquanto os recursos naturais continuam a
diminuir e, desta forma, os maiores desafios baseiam-se em reduzir as perdas de alimentos e
baseiam-se na melhoria da qualidade alimentar, protegendo sempre o meio ambiente (Agrios,
2005; Lahlali et al., 2022). Para tal, é necessario conhecer como a doenca se desenvolve, quais os
agentes causadores e, a partir dai, comecar a estabelecer formas de controlar os agentes
fitopatogénicos causadores de determinada doenca.

No caso do espinafre, quando estas doengas causam problemas severos levam a uma
diminuicdo da produgdo da cultura (Waheed et al., 2021) e a uma diminui¢cdo da qualidade da
colheita (Larsson & Gerhardson, 1992). Fungos habitantes do solo como Rhizoctonia spp., Fusarium
spp., Verticillium spp., Sclerotinia spp., Pythium spp. e Phytophthora spp. podem causar uma perda
de rendimento de 50 % a 75 % para muitas culturas, como as horticolas (Panth et al., 2020). No
entanto, muitas das doencgas causadas pelos agentes fitopatogénicos sdo dificeis de prever, detetar,
diagnosticar e de controlar a tempo uma vez que o solo é um ambiente extremamente complexo o
que leva a que também seja complexo entender todos os aspetos destas doencas (Koike et al.,

2003).
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2.7.1. EFEITOS DE FATORES ABIOTICOS NO DESENVOLVIMENTO DE DOENGAS

2.7.1.1. EFEITO DA TEMPERATURA

As temperaturas baixas ou elevadas favorecem ou inibem a expressdo de certos genes
envolvidos na resisténcia ou na suscetibilidade a doencgas. Tanto as plantas como os agentes
fitopatogénicos requerem determinadas temperaturas minimas para crescerem e realizarem as
suas atividades. Na presenca de temperaturas elevadas, os agentes fitopatogénicos tornam-se
ativos e quando as condi¢Ges |hes sdo favoraveis podem infetar as plantas e, consequentemente,
causar doengas. Os agentes fitopatogénicos diferem pela preferéncia nas temperaturas mais altas
ou mais baixas, crescendo e desenvolvendo-se mais rapidamente consoante a temperatura é mais
alta, como por exemplo, os microrganismos do género Fusarium que prosperam a temperaturas
mais baixas, enquanto os do género Phythophtora prosperam a temperaturas mais amenas. Este
efeito da temperatura no desenvolvimento da doenga depende da interagdo hospedeiro-agente

fitopatogénico (Agrios, 2005).

2.7.1.2. EFEITO DA HUMIDADE

Tal como a temperatura, a humidade também influencia o desenvolvimento de doencgas
nas plantas (Agrios, 2005; Romero et al., 2022). Esta humidade pode se desenvolver na superficie
da planta ou ao redor das raizes devido a chuva ou a dgua de rega que ao se concentrar nestas
zonas cria humidade. Esta, é um fator indispensdvel para a germinagdo dos esporos e para a sua
penetracdao no hospedeiro através do tubo germinativo e também é essencial para a ativagao de
agentes fitopatogénicos antes da infe¢do da planta. Para além disso, a humidade, na forma de
chuva ou rega, também pode ajudar a distribuicdo e dissemina¢do do agente fitopatogénico na
planta ou de planta para planta. Na maior parte das doengas que afetam as partes subterraneas
das plantas como as raizes e tubérculos e as plantas jovens, a gravidade da doenga pode estar
relacionada com a quantidade de humidade do solo e é maior quanto mais perto do ponto de
saturagdao, como por exemplo, no caso de doencas causadas por Pythium spp, em que este se
movimenta e propaga-se melhor em solos himidos em que existe uma pelicula de dgua continua
enquanto que, no caso da Phytophthora, Rhizoctonia e Sclerotinia, estes originam sintomas quando
o solo esta himido mas ndo com excesso de agua. Outros dois exemplos, que tém o seu melhor
desenvolvimento quando os solos tém menos agua sdao o caso do Fusarium em que este se
desenvolve razoavelmente em solos bastante secos e o caso do Verticillium em que este se

desenvolve melhor quando a planta estd em stress hidrico (Agrios, 2005).
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2.7.1.3. EFEITO DOS NUTRIENTES

A nutricdo da planta afeta a sua taxa de crescimento e a capacidade de ativagdo dos seus
mecanismos de defesa contra as doencas bidticas e abidticas. Realgam-se os macronutrientes
nutrientes como azoto, fdsforo, potassio, cdlcio, cobre e magnésio, mas também muitos
micronutrientes como boro, zinco e ferro, entre outros. Por um lado, a quantidade de azoto em
elevadas quantidades proporciona um crescimento jovem e nutritivo, um periodo vegetativo
prolongado e um atraso na maturagdo da planta o que torna a planta mais suscetivel a agentes
fitopatogénicos. Por outro lado, a auséncia de azoto leva a que a planta seja mais fraca, cres¢a mais
lentamente e envelhega mais rapidamente e, por isso, estas plantas sdo também suscetiveis a
agentes causadores de doenca. A reduzida disponibilidade de azoto aumenta a suscetibilidade a
agentes fitopatogénicos como Pythium spp. No entanto, evidéncias colocam em causa que ndo seja
a quantidade mas sim a forma de azoto (amoniacal ou nitrica) disponivel para o hospedeiro ou
agente fitopatogénico, a causadora da gravidade ou da resisténcia a doencga (Agrios, 2005). O azoto
na forma nitrica pode favorecer algumas doencgas, alterando a viruléncia e o crescimento dos
agentes fitopatogénicos e aumentando a suscetibilidade do hospedeiro. Pesquisas indicam que o
aumento dos niveis de nitratos pode aumentar a severidade do damping-off causado por
Verticillium spp. e reduzir o damping-off causado por Fusarium spp. (Koike et al., 2003).

O fdésforo esta descrito como fazendo aumentar a resisténcia aos agentes fitopatogénicos,
melhorando o equilibrio entre nutrientes na planta ou acelerando a sua maturac¢do ao contrario do
potassio que atrasa a maturacgdo da cultura. Isto permite que a planta ndo seja infetada por agentes
fitopatogénicos que preferem tecidos mais jovens. O fosforo e o potassio também reduzem a
gravidade da doenga em algumas culturas como é o caso da doenga mal-do-pé da cevada e da
podridao do caule do milho, respetivamente. Desta forma, o potassio parece ter um efeito direto
nos estados de estabelecimento e desenvolvimento do agente fitopatogénico no hospedeiro e um
efeito indireto na infegdo. O calcio por sua vez reduz a severidade de varias doengas causadas por
agentes fitopatogénicos como Rhizoctonia, Sclerotinia e Fusarium principalmente a espécie
Fusarium oxysporum. O efeito na resisténcia a doencas resulta do efeito sobre a composi¢do das
paredes celulares e a resisténcia a penetragdo dos agentes fitopatogénicos. Estudos mostraram que
qguando os niveis de alguns micronutrientes como o ferro, o cobre e 0 manganés, sdo aumentados
ou diminuidos, os niveis de doeng¢a podem diminuir ou aumentar, dependendo do tipo de agente
fitopatogénico que esteja a causar a infecdo. E assim de extrema importancia a nutricdo adequada
das plantas de modo a estarem mais protegidas de novas infe¢des e mais capazes de limitar as

infecBes existentes. Contudo, mesmo esta nutri¢cdo equilibrada pode afetar o desenvolvimento de
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uma doenga, quando a concentragdo dos nutrientes diminui ou aumenta a partir de um

determinado intervalo (Agrios, 2005).

2.7.2. EFEITOS DE FATORES BIOTICOS NO DESENVOLVIMENTO DE DOENGAS

No caso das doencgas bidticas, para que estas ocorram ha trés fatores interligados: O
hospedeiro tem de ser compativel com o agente fitopatogénico e as condi¢es climatéricas e
ambientais tém de ser favoraveis ao desenvolvimento do agente fitopatogénico (Agrios, 2005;
Lamichhane et al., 2018). O conjunto destes constitui o triangulo da doenga representado na Figura

2.

S
o
5 5.
o %
& . %
v?"z; Quantidade KX
g de doen
3 G

Total de condigBes que favorecem a suscetibilidade
Hospedeiro

Figura 2 - Triangulo da doenga com os trés fatores que originam a doenga nas plantas (Fonte: Adaptado de
Agrios, 2005).

Os agentes fitopatogénicos do solo podem ser denominados de habitantes do solo ou
invasores do solo?, transitorios do solo? ou podem funcionar e viver como organismos ndo agentes
fitopatogénicos do solo sob certas condi¢gdes que em contacto com tecidos vegetais mortos e em
decomposicdo denominam-se de saprébios ou saprofitos® (Koike et al., 2003). O grupo de agentes
fitopatogénicos mais importante sdo os fungos (organismos multicelulares) porque sdo estes que
causam a maior parte das doengas vegetais transmitidas pelo solo (Koike et al., 2003).

As doengas causadas por estes fungos ou pseudo-fungos de solo sdo agrupadas de acordo
com os sintomas que causam (deterioracdo da semente, podriddo das raizes e da zona do colo,
podriddes vasculares, damping-off, manchas nas folhas, ferrugem, entre outras), de acordo com o

orgdo da planta que afetam (doencas das raizes, do caule e da folhagem) ou de acordo com os tipos

1 Agentes fitopatogénicos habitantes ou invasores do solo s3o agentes fitopatogénicos capazes de sobreviver
no solo por um tempo relativamente longo.

2 Agentes fitopatogénicos transitdrios do solo sdo agentes fitopatogénicos capazes de sobreviver no solo por
um tempo relativamente curto.

3 Saprobios ou sapréfitos s3o organismos que vivem da matéria organica em decomposicio.
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de plantas afetadas (doengas de culturas arvenses, horticolas, entre outras), no entanto, também
se agrupam de acordo com o que causa a doenga (Agrios, 2005; Koike et al., 2003).

O damping-off é uma consequéncia do ataque da planta a diferentes agentes
fitopatogénicos, causando a morte antes e/ou apds a sua emergéncia. Os sintomas de damping-off
podem ocorrer em pré-emergéncia, incluindo o apodrecimento das sementes antes da germinagao
e o apodrecimento das plantulas antes da sua emergéncia acima do solo, e em pds-emergéncia o
que inclui o apodrecimento das plantulas e da planta, e, geralmente, a morte apds a emergéncia
(Lamichhane et al., 2018).

O tipo, a quantidade e a gravidade das perdas causadas por doencgas de plantas variam
consoante a planta hospedeira, o agente fitopatogénico, a localizagdo, o meio ambiente, as
medidas de controlo e a combinag¢do destes fatores (Agrios, 2005; Lamichhane et al., 2018). No
caso da cultura do espinafre, o damping-off ocorre frequentemente em épocas do ano quentes e
himidas e apds um historial de producdo frequente de espinafre (ou outra cultura hospedeira)
(Correll et al., 1994).

Quando h3d interferéncia nas fungdes fisioldgicas das plantas por parte dos agentes
fitopatogénicos ou dos fatores ambientais adversos, as atividades celulares sdo interrompidas,
alteradas ou inibidas e, consequentemente, as células funcionam mal ou morrem, o que origina a
doenga numa planta. Isto provoca mudancas visiveis na forma, fun¢do ou integridade da planta que
conferem os sintomas de doenga, como por exemplo, se existir uma infecdo nas raizes, estas
apodrecem e ficam incapazes de absorver a dgua e os nutrientes do solo (Agrios, 2005).

Alguns fungos podem persistir no solo por um longo periodo de tempo produzindo
estruturas de sobrevivéncia resilientes que sao libertadas no solo através das operagdes culturais
e através da decomposi¢cdo de material vegetal infetado (Koike et al., 2003).

O inéculo da maioria dos agentes fitopatogénicos radiculares situa-se nos 10 cm do perfil
do solo, no entanto, as operag¢Ges culturais poderao redistribuir a posi¢cao destes no perfil do solo.
No solo existem também outros organismos que competem com estes agentes fitopatogénicos por
recursos limitados e muitos dos microrganismos do solo sdo direta ou indiretamente antagonistas
destes agentes fitopatogénicos (Koike et al., 2003). Neste estudo o foco serdo os fungos e pseudo-
fungos fitopatogénicos do solo que afetam a cultura do espinafre provocando doengas que
destroem partes da planta e que levam a perda na produgao. Os fungos de solo mais importantes
e relevantes para o estudo em causa pertencem aos géneros Alternaria (Filo: Deuteromicota),
Fusarium (Filo: Deuteromicota), Rhizoctonia (Filo: Basidiomicota), Sclerotinia (Filo: Deuteromicota)
e Verticillium (Filo: Deuteromicota) e os pseudo-fungos, Phytophthora (Filo: Oomicota) e Phytium

(Filo: Oomicota) (Agrios, 2005; Dictionary of the Fungi, 2022).
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2.7.3. DOENGAS CAUSADAS POR ORGANISMOS PERTENCENTES AO FILO OOMICOTA

Dentro do Filo Oomicota os géneros Pythium e Phytophthora pertencentes a familia
Phythiaceae e Peronosporaceae, respetivamente, sdo os géneros mais importantes enquanto
causadores de doencgas em plantas (Agrios, 2005; Beakes et al., 2014; van der Plaats-Niterink, 1981).

As doencas causadas por oomicetas sdao de dois tipos; 1) doengas que afetam partes da
planta presentes no solo ou em contacto com o solo, como por exemplo, raizes, caules inferiores,
tubérculos, sementes e frutas sendo estas causadas pelo género Pythium e algumas espécies de
Phytophthora e 2) doengas que afetam apenas ou principalmente partes da planta acima do solo,
como as folhas, caules jovens e frutos sendo estas causadas por algumas espécies de Phytophthora.
O género Pythium no espinafre pode causar podriddo de sementes, damping-off e podriddo
radicular enquanto o género Phytophthora pode causar podrid3o das raizes e caules (Agrios, 2005).
Estas podem causar danos as culturas, no entanto, nem todas as espécies sdo consideradas fungos
fitopatogénicos. Por um lado, a maioria das espécies sao saprofitas que decompdem a matéria
organica e reciclam nutrientes sendo que algumas s3o benéficas como agentes de controlo
bioldgico, por outro lado, algumas sdo consideradas fungos fitopatdgenicos (sapréfitas e invasores
oportunistas) e sdo estas as que causam as doengas nas plantas (Amorim et al., 2011; Pegg &

Manners, 2014a; Schroeder et al., 2013).

2.7.3.1 PYTHIUM SPP.

Existem diversas espécies do género Pythium que causam doencas nas plantas e a sua
identificagdo é importante porque variam consoante o hospedeiro e as temperaturas necessarias
ao seu desenvolvimento (Pegg & Manners, 2014a). As doengas causadas por fungos do género
Pythium afetam vdrias estruturas de diversas culturas incluindo sementes, plantulas e raizes
(Agrios, 2005). As espécies de Pythium que podem causar damping-off no espinafre podem ser o
Pythium aphanidermatum, Pythium paroecandrum (Naiki et al., 1986), Pythium ultimum, Pythium
heterothallicum, Pythium sylvaticum (Larsson, 1994) e Pythium spinosum (Hirayamai & Tojo, 1999).

No entanto, estudos anteriores caracterizaram Pythium ultimum como o agente
fitopatogénico causador do damping-off mais prevalente nos campos de espinafres na Suécia
(Europa) (Larsson, 1994), na Califérnia (EUA) (Koike et al., 2011) e na Gedrgia (USA) (Sumner et al.,
1976). Esta espécie é uma vasta espécie hospedeira capaz de infetar diversas culturas incluindo a
beterraba, cenoura, soja, espinafre, tomate e trigo (Rai Mahendra et al., 2020). Os maiores danos
sdo causados a semente e as raizes das plantulas durante a germinagao, antes ou apds a emergéncia

(Agrios, 2005; Magnée, 2022).

31



Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Pythium spp. pode estar presente nas raizes jovens e caules de plantulas e em raizes com
fungdes transportadoras de dgua e nutrientes de plantas mais velhas. A fase de plantula é
extremamente suscetivel ao ataque por Pythium spp. e, quando as condi¢es ambientais sdo
favoraveis, o potencial para perdas graves é constante (Pegg & Manners, 2014a). As infe¢Ges
causadas por Pythium sao mais graves quando o solo esta humido por longos periodos de tempo,
quando a temperatura é desfavoravel, abaixo de 10 °C, para a planta hospedeira, quando ha
excesso de azoto no solo e quando a mesma cultura é plantada no mesmo lugar por varios anos

consecutivos (Agrios, 2005).

2.7.3.1.1. SINTOMAS

Os sintomas provocados por Pythium spp. sdo idénticos e até confundidos com varias
doencgas radiculares causadas por fungos do género Phytophthora, Aphanomyces, Cylindrocladium,
Fusarium, Rhizoctonia e Chalara (Pegg & Manners, 2014a) que proliferam causando um rapido
colapso e morte da radicula (Agrios, 2005). Pythium spp. pode causar damping-off, apodrecimento
da semente, corte e podridao do caule e podridao da parte aérea, no entanto, geralmente atacam
o tecido imaturo designado por “root tip” que é o primeiro tecido que entra em contacto com a
zona do solo fora da rizosfera (Alves Barboza, 2014; Pegg & Manners, 2014a). Na Figura 3 observa-

se o sintoma mais geral, damping-off.

Figura 3 - Necroses da semente (A), semente de feijao saudavel e diversas sementes e plantulas infetadas por
Pythium spp. (B) e damping-off de plantulas de pepino infetadas por Pythium spp. (C) (Fonte: Agrios, 2005).

No caso das sementes de plantas suscetiveis (Figura 3 (A)), quando estas sdo semeadas em
solos infestados e atacadas por fungos que originam necroses (morte dos tecidos), estas sementes
nao germinam, ficam moles e suaves e, consequentemente, acabam por ficar necrdticas, murcham
e desintegram-se (Agrios, 2005) como se observa na Figura 3 (A). No entanto, estas podem ser
atacadas antes da emergéncia (Figura 3 (B)) prejudicando a germinagdo da semente e a emergéncia
da plantula ou apds a emergéncia (Figura 3 (C)) dando-se a morte da planta. As plantas, sdo
atacadas nas raizes e, algumas vezes, nos caules. A zona atacada pelo agente fitopatogénico, fica
encharcada e descolorida acabando por colapsar (Agrios, 2005; Pegg & Manners, 2014a). A parte

basal do caule da plantula fica mais macia e mais fina do que as partes acima desta e que ndo foram
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invadidas. Este ataque proporciona a queda da plantula no solo (Agrios, 2005). Apds a queda da
planta, o fungo continua a invadi-la o que origina a murchiddo e a morte (Figura 3 (C)). As plantas
gue sobrevivem a uma infegao precoce podem adquirir uma forma atrofiada e com folhas amarelas
devido ao facto de a plantula ndo conseguir absorver agua e nutrientes suficientes através do
sistema radicular que estd danificado (Pegg & Manners, 2014a).

Se a infegdo ocorrer quando a planta esta mais desenvolvida e possui células espessas, o
avanco do fungo é interrompido no ponto de infe¢do e apenas se desenvolvem pequenas lesGes
(Agrios, 2005). Por isso é que quando este agente fitopatogénico infeta plantas mais velhas, estas
raramente morrem, no entanto, pode ocorrer a morte da radicula. As plantas mais velhas
normalmente desenvolvem lesdes nas raizes e no caule, as raizes apodrecem acabando por ocorrer
a perda de raizes finas e pelos radiculares (extensdes longas das células epidérmicas da raiz) e o
crescimento da planta pode ser retardado, provocando o atrofio da planta e, consequentemente,
a diminuigdo drastica dos rendimentos da cultura. No entanto, quando ocorre o atrofio da planta,

esta pode murchar e morrer (Agrios, 2005; Pegg & Manners, 2014a).
2.7.3.1.2. CONDIGOES FAVORAVEIS E CICLO DE VIDA

O pseudo-fungo Pythium spp. tem duas fases de reproducgao, a assexuada e a sexuada. Para
entender a capacidade que o fungo Pythium tem de causar doengas, é necessario saber como os
esporangios (esporos assexuados), os zoodsporos (esporos assexuados), odsporos (esporos
sexuados) e os fragmentos miceliais se disseminam (Pegg & Manners, 2014a).

As estruturas reprodutivas (Figuras 4 (A) e (B)) de Pythium (Figura 5) podem ser observadas

na Figura 4 (A e B).

R

Figura 4 - Micélio e estruturas assexuadas (esporangios) num tecido radicular infetado por Pythium spp. (A)
(Observagdo microscopica Ampliagdo 400x) e estrutura sexuada (odsporo) correspondente a Pythium spp.
(Observagdo microscopica Ampliagdo 1000x) (B) (Fonte: Agrios, 2005).

33



Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

O fungo Pythium é um organismo unicelular pertencente ao filo Oomicota de onde fazem
parte muitos flagelados unicelulares, os zodsporos que sdo formados a partir da reprodugao
assexuada (Abad et al., 2022). Os zodsporos sdao dispersos através de daguas superficiais,
escoamento de agua de areas infetadas, salpicos de dgua e podem também ser dispersos na dgua
de rega. Algumas espécies de Pythium podem ser dispersas por via aérea através do vento (Pegg &
Manners, 2014a). E através da disponibilidade de 4gua livre que os zodsporos se movimentam e
infetam a planta. Desta forma, quando o solo humido é fortemente infestado com este agente
fitopatogénico, quer as sementes, quer as plantulas jovens instaladas nesse solo podem ser
atacadas por ele (Agrios, 2005). Quando as plantas sdo colocadas préoximas umas das outras e a
humidade é elevada, o fungo pode se propagar como um micélio (Pegg & Manners, 2014a) que se
desenvolve nas raizes. Este da origem aos esporangiéforos que contém na sua extremidade os
esporangios (Figura 4 (A)), produzindo 100 ou mais zodsporos flagelados que sdo libertados,
germinam e penetram no tecido do hospedeiro iniciando a infegdo (Agrios, 2005). Os odsporos
(Figura 4(B)) sdo reproduzidos sexuadamente através da unido entre dois gametas diferentes, o
oogodnio (gameta feminino) e o anteridio (gameta masculino) e sdo libertados através de material
vegetal em decomposicdo (Pegg & Manners, 2014a). S3o resistentes a niveis de temperatura e de
humidade adversas e servem como um estado de sobrevivéncia e de resisténcia/repouso do fungo.
Estes germinam de maneira semelhante aos esporangios sendo esta germinacdo de ambos
determinada principalmente pela temperatura. Temperaturas acima de 18 °C favorecem a
germinagao por tubos germinativos, enquanto temperaturas entre 10-18 °C induzem a germinagao
por meio de zodsporos (Agrios, 2005). A patogenicidade da Pythium ultimum que causa o damping-
off é mais elevada sob condi¢des de elevada humidade por um longo periodo de tempo (Agrios,
2005; Schmitthenner, 1970) e sob temperaturas de solo desfavordveis para a planta hospedeira
(Agrios, 2005; Paulitz & Baker, 1987). Podem contaminar a maioria dos equipamentos utilizados no
manuseamento do material vegetal e equipamento utilizado pelo operador como, por exemplo,
calgado. Esta propagacao também é ajudada pelo movimento de solo infestado (Pegg & Manners,

2014a). O ciclo de vida de Pythium pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 - Ciclo de vida de Pythium spp., causando damping-off em pré-emergéncia (A) e pdés-emergéncia (B)
(Fonte: Adaptado de Agrios, 2005).

2.7.3.2. PHYTOPHTHORA SPP.

As espécies de Phytophthora spp. causam diversas doengas que sdo consideradas
devastadoras em muitas culturas diferentes (Agrios, 2005). A maioria das espécies causa sintomas
semelhantes ao do pseudo-fungo Pythium como podriddes de raizes, damping-off em pré e/ou pos-
emergéncia, podriddes de caules inferiores, tubérculos e rebentos. No entanto, algumas espécies
podem causar manchas nas folhas (Agrios, 2005; Magnée, 2022).

Este agente fitopatogénico causa danos em toda a parte do mundo onde os solos sdo muito
himidos para o 6timo crescimento de plantas suscetiveis e onde a temperatura permanece
bastante baixa, a volta de 15-23 °C (Agrios, 2005). As espécies que causam doengas consideradas
extremamente destrutivas em horticolas sdo Phytophthora cactorum, Phytophthora. cambivora,
Phytophthora. cinnamoni, Phytophthora citrophthora, Phytophthora fragariae, Phytophthora
palmivora e Phytophthora syringae (Agrios, 2005).
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2.7.3.2.1. SINTOMAS

A maioria das espécies de Phytophthora causam o apodrecimento das raizes e dos caules
inferiores em diversas culturas. Pode-se observar na Figura 6, a morte do caule de uma planta de

soja (Agrios, 2005).

Figura 6 - Caule morto de uma planta de soja (Fonte: Agrios, 2005).

Plantas infetadas com o agente fitopatogénico Phytophthora apresentam, inicialmente,
sintomas de seca e caréncia nutricional tornando-se plantas fracas e suscetiveis ao ataque de outros
agentes fitopatogénicos ou suscetiveis a outras condigdes que sejam a causa da morte das plantas.
Nas plantas afetadas pela podriddo radicular, as raizes jovens estdo na sua maior parte mortas
enquanto as raizes mais velhas apresentam lesGes necréticas. Este agente fitopatogénico pode

levar ao declinio de todo o sistema radicular, acabando a planta por morrer (Agrios, 2005).

2.7.3.2.2. CONDIGOES FAVORAVEIS E CICLO DE VIDA

O pseudo-fungo Phytophthora tem duas fases de reprodugao, a assexuada e a sexuada.
Para entender a capacidade que o fungo Phytophthora tem de causar doengas, é necessario saber
como os clamiddsporos (esporos assexuados), os zodsporos (esporos assexuados), 0dsporos
(esporos sexuados) e os fragmentos miceliais se disseminam.

As estruturas reprodutivas do género Phytophthora podem ser observadas na Figura 7.
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Figura 7 - Estruturas reprodutivas e respetivos esporos assexuados, de resisténcia e sexuados
correspondentes a Phytophthora spp. (Observagdo microscépica) (Fonte: Adaptado de Abade t al., 2022).

A Phytophthora é um organismo unicelular pertencente ao filo Oomicota, de onde fazem
parte muitos flagelados unicelulares, os zodsporos que sdo formados a partir da reprodugao
assexuada (Abad et al., 2022). As espécies que causam podridGes de raizes e caules sobrevivem a
invernos frios ou verdes quentes e secos em estruturas reprodutivas sexuadas como os odsporos,
em estruturas assexuadas e de resisténcia como os clamiddsporos ou na forma de micélio, em
raizes ou caules infetados. Estas estruturas também tém a capacidade de sobreviverem no solo. Na
primavera, os clamiddsporos e os odsporos germinam em condi¢cdes humidas para formar os
esporangios. Os esporangios libertam pequenos esporos com capacidades de se movimentar na
pelicula de agua, os zodsporos. Tal como no pseudo-fungo Pythium, os zodsporos podem
movimentar-se na agua livre que estd na superficie das folhas ou no solo encharcado, no entanto,
sdo suscetiveis a seca (Abad et al., 2022; Agrios, 2005). Ao se movimentarem na agua do solo
infetam as raizes de hospedeiros suscetiveis (Agrios, 2005). Estes sdo atraidos pelas raizes das
plantas enquanto se movimentam pelo solo formando quistos (Abad et al., 2022) que germinam
para formar estruturas microscépicas denominadas de hifas. Desta forma, o agente fitopatogénico
desenvolve-se e cresce nos tecidos da planta de modo a obter nutrientes, acabando por infetar a
planta. Desta forma, a Phytophthora produz mais clamiddsporos ou odsporos que estruturas
denominadas de esporangio e, por isso, o ciclo de vida continua (Abad et al., 2022). O ciclo de vida

da espécie Phytophthora spp. pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8 - Ciclo de vida do agente fitopatogénico Phytophthora spp. (Fonte: Adaptado de Abade et al., 2022).

2.7.4. DOENGAS CAUSADAS POR FUNGOS PERTENCENTES AO FILO DEUTEROMICOTA

Os fungos mitospdricos, pertencentes ao reino Fungi, filo Deuteromicota sdo denominados
de deuteromicetas ou fungos imperfeitos. Sao fungos imperfeitos uma vez que a fase sexuada é
desconhecida e s6 se reproduzem através de esporos assexuados formados por mitose como
esporos do tipo conidios e clamiddsporos. Comportam-se como fungos mitospéricos por que se
reproduzem, dispersam e infetam originando doencas e hibernam como micélio, conidios e
clamiddsporos ou em todas estas formas. Produzem um micélio haploide com paredes cruzadas,
conidios nas extremidades de conididforos e causam diversas doengas em diversos tipos de plantas
como manchas nas folhas, ferrugens, cancros, manchas nos frutos, podriddo dos frutos,
antracnoses, podriddo do caule, podridao da raiz, colonizagao vascular e podriddo mole. Alguns dos
fungos mitospdricos mais comuns e que causam principalmente sintomas foliares, mas também
causam outros sintomas numa diversidade de plantas hospedeiras é o fungo fitopatogénico
Alternaria. No entanto, fungos fitopatogénicos dos géneros Fusarium e Verticillium que causam a
colonizag¢do vascular também sdo dois dos fungos mitospdéricos mais comuns. O fungo Sclerotinia
spp. € um fungo pertencente ao filo Deuteromicota, no entanto, é considerado um fungo estéril
porque ndo produz esporos conhecidos, quer esporos assexuados, quer esporos sexuados, em

condi¢BGes de campo (Agrios, 2005).
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2.7.4.1. ALTERNARIA SPP.

Entre as doengas mais frequentes e destrutivas em oleraceas (legumes ou vegetais usados
na alimentagao) estdo as doencas causadas por Alternaria spp., que agregando as perdas totais,
estdo entre as mais altas causadas por agentes fitopatogénicos podendo causar perdas nas culturas
de 6 a 100 %, caso ndo sejam adotadas medidas de controlo adequadas (Agrios, 2005; Marraiki et
al., 2012; Tofoli et al., 2015). Nos ultimos anos, esta doenga tem sido considerada uma das mais
importantes com o surgimento de novas espécies, aumentando a agressividade e a dificuldade no
seu controlo. As doengas causadas por Alternaria spp. sdo tipicas de épocas como a primavera e o
verao, no entanto, podem causar danos nas épocas de outono e inverno quando estes sdo mais
atipicos. S3o caracterizadas pela redu¢do prematura da area foliar, perda de vigor das plantas,
quebra de peciolos, pedunculos, hastes e caules, presenca de frutos necréticos, reducdo do ciclo
de vida e do potencial produtivo. O aumento da suscetibilidade a doenga normalmente esta
associado a tecidos que tenham alcangado a maturidade ou plantas em fase reprodutiva uma vez
gue nesta fase ocorre a procura de maior concentragdo de agucares e nutrientes para a formagdo
de frutos, tubérculos, bolbos, raizes e rebentos novos em detrimento da folhagem mais velha, o
que favorece o processo infecioso nos drgaos exportadores de nutrientes. Também as plantas
debilitadas por viroses, que estdao malnutridas e sujeitas a constantes oscilagdes climaticas sdo mais

propensas a doenga (Tofoli et al., 2015).

2.7.4.1.1. SINTOMAS

Os sintomas tendem a aparecer inicialmente nas folhas mais velhas evoluindo para as
partes mais jovens da planta (Tofoli et al., 2015). Desta forma, aparecem sintomas como manchas
cloréticas e necréticas que mais tarde se tornam lesoes irregulares na superficie superior das folhas
inferiores e médias, no entanto, este fungo também pode causar damping-off das plantulas,
podridao do caule e podriddo de tubérculos e frutos (Agrios, 2005; Aslam et al., 2019; Czajka et al.,
2015; Marraiki et al., 2012).

No espinafre o principal sintoma descrito denomina-se de Mancha Foliar sendo o nome
mais comum Mancha de Alternaria. Este sintoma é causado pelo agente causal Alternaria spina
(Tofoli et al., 2015). Aslam et al. (2019) e Marraiki et al. (2012), identificaram a espécie Alternaria
alternata como o agente causal do espinafre. As manchas nas folhas podem ser manchas isoladas
ou em grupo, necréticas, circulares ou angulares, com carateristicos anéis concéntricos, bordos
bem definidos e envoltos ou ndo por um halo amarelo (Tofoli et al., 2015). Na Figura 9 (A, B e C),

observam-se alguns sintomas causados pela espécie Alternaria alternata nas folhas de espinafre.
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Figura 9 - Plantas de espinafre doentes com sintomas de manchas nas folhas (A), folha doente com manchas
pretas carateristicas na pagina superior da folha (B) e manchas pretas carateristicas na pagina inferior de uma
folha de espinafre (C) (Fonte: Kipkogei, 2019).

Estas manchas iniciam-se na forma de pontos necréticos que adquirem uma coloragao
preta, e ao se desenvolverem, coalescem causando a destrui¢do do limbo (Agrios, 2005; Aslam et
al., 2019; Czajka et al., 2015; Marraiki et al., 2012; Tofoli et al., 2015). Estas manchas normalmente,
aparecem em elevado nimero e tamanho (Agrios, 2005; Téfoli et al., 2015).

As folhas mais baixas e senescentes sdo atacadas normalmente em primeiro lugar e a
doencga progride no sentido ascendente fazendo com que as folhas afetadas fiqguem amarelas e se
tornem senescentes, acabando por secar e cair (Agrios, 2005). As lesGes nos caules, hastes e
peciolos sdo de cor castanho-escuro e relativamente a sua forma sdo alongadas, deprimidas,
podendo ou ndo apresentar halos concéntricos (Tofoli et al., 2015). As lesdes do caule que se
desenvolvem nas plantulas podem desenvolver cancros que podem aumentar de tamanho,
acabando por circundar o caule e matar a planta (Agrios, 2005). Nas plantulas ou plantas jovens,
como acontece em culturas da familia das solandceas, brdssicas e apidaceas, podem formar-se lesdes
no colo das plantulas, acabando estas por murcharem, sofrerem estrangulamento ou sofrerem
damping-off, o que causa a sua morte. Nas raizes, as lesOes sdo extensas, escuras, levemente
afundadas, deprimidas e podem apresentar fendas (Agrios, 2005; Tofoli et al., 2015). Em alturas do
ano em que os periodos sao quentes e humidos, as lesdes nas folhas, caules, peciolos, frutos, raizes
e tubérculos geralmente sdo recobertas por um micélio de cor negra que é formado por conidios e
conidioforos do fungo (Tofoli et al., 2015). Muitas das espécies de Alternaria sdo principalmente
saprofitas (Agrios, 2005; Singh V et al., 2015) e, por isso, ndo infetam tecidos vegetais vivos e
crescem apenas em tecidos vegetais mortos ou em decomposicdo e, no maximo, em tecidos
senescentes ou velhos como pétalas velhas, folhas velhas e frutas maduras. Desta forma, por vezes,
é dificil entender se a causa da doencga é derivada do agente fitopatogénico ou se este é um
contaminante secundario. Por outro lado, muitas espécies de Alternaria também produzem toxinas
que afetam plantas diferentes ou sdo especificas do hospedeiro. Em algumas exceg¢des, as doengas
sdo mais prevalentes em tecidos mais velhos e senescentes, particularmente, em plantas que

crescem mal devido a algum tipo de stress (Agrios, 2005).
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2.7.4.1.2. CONDICOES FAVORAVEIS E CICLO DE VIDA

O fungo Alternaria spp. s6 tem a fase de reproducdo assexuada e para entender a
capacidade que o fungo tem de causar doengas, é necessario saber como os conidios (esporos
assexuados) e os fragmentos miceliais se disseminam.

Este agente fitopatogénico produz esporos assexuados através da reproducdo assexuada
denominados de conidios (Figura 10). O estdgio conidial ou assexual é frequentemente
denominado de estagio anamorfo, mitospdrico ou imperfeito. E através deste estado assexuado
que o fungo na sua grande maioria se reproduz e causa a maioria das infe¢Oes (Agrios, 2005). A

estrutura reprodutiva de Alternaria spp. pode ser observada na Figura 10.

e

Figura 10 - Conidios de Alternaria spp. (Observagdo microscopica) (Fonte: Fotografias pertencentes ao
Departamento de Fitopatologia, Universidade da Flérida - Agrios, 2005).

Este agente fitopatogénico tem um micélio de cor escura e nos tecidos mais velhos e que
estdo doentes produzem conidiéforos curtos, simples e eretos que contém cadeias simples e
ramificadas de conidios. O fungo Alternaria infeta principalmente a folhagem das plantas com os
seus esporos conidios (Agrios, 2005). Quando estes estdo presentes na cultura, a sua disseminagao
é feita através da agua, chuva, vento, poeiras e insetos (Rotem, 1994). No entanto, os trabalhadores
e equipamentos agricolas e os animais em contacto com as folhas molhadas podem disseminar o
fungo (Rotem, 1994; Tofoli et al., 2015). Nas areas infetadas, é produzido uma elevada quantidade
de conidios que se espalham para outras dreas e causam mais infe¢des (Agrios, 2005).

O agente fitopatogénico sobrevive em restos de cultura e hospedeiros intermediarios
podendo sobreviver em equipamentos agricolas, caixas usadas ou sementes. O fungo pode
permanecer vidvel no solo na forma de micélio, de condidios ou clamiddsporos, em restos de
plantas infetadas, em folhas caidas e nas sementes de plantas infetadas e até como conidios no
solo (Agrios, 2005; Tofoli et al., 2015). Neste caso, quando as plantas perenes sdo infetadas, os
agente fitopatogénico podem hibernar como micélio nos tecidos infetados e quando sdo

transportados com as sementes de plantas anuais, pode ocorrer o damping-off das plantulas
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(Agrios, 2005). Os conidios deste agente fitopatogénico sao muito resistentes a baixos niveis de
humidade, podendo permanecer vidveis até um ano nestas condi¢Ges (Tofoli et al., 2015).

A doenga pode apresentar alto poder destrutivo em condi¢Ges de elevadas temperaturas e
humidade (Tofoli et al.,, 2015). A ocorréncia de uma epidemia severa estd sempre associada a
temperaturas didrias por volta de 25 a 32 °C. De acordo com a referéncia bibliografica, as
temperaturas minimas, 6timas e maximas necessarias para a germinag¢do dos conidios sdo de 5-7
°C, 25-27 °C e 30-32 °C, respetivamente. No entanto, ndo é sé a temperatura o fator importante
para a germinac¢ao dos conidios, mas também a humidade que pode ser suprida pela chuva, agua
de rega ou orvalho. A presenca de agua livre na superficie foliar, através destas trés formas de obter
humidade, é essencial para a germinacdo, infecao e esporulacdao do fungo. De uma forma geral, os
maiores indices de mancha-de-alternaria ocorrem em condi¢des de 40 % de humidade relativa,
durante o dia e 95 %, durante a noite. Se houver humidade e as temperaturas forem adequadas,
os conidios germinam e infetam rapidamente as plantas podendo o fungo penetrar diretamente
pela cuticula, por ferimentos ou através dos estomas. No entanto, o facto de haver uma frequente
ocorréncia de periodos humidos com periodos secos pode favorecer a doenga (Figura 11) (Tofoli et
al., 2015). A colonizagdo é intercelular, invadindo tecidos do hospedeiro e provocando altera¢des
em diversos processos fisioldgicos que se manifestam na forma de sintomas exteriores. Em
condi¢Bes de campo, as lesdes surgem 3 a 5 dias apds a inoculagao (Tofoli et al., 2015), no entanto,
em condig¢Oes controladas podem aparecer pontuagdes negras 24 horas apds a inoculagdo (Slavov

et al., 2014; Tofoli et al., 2015). O ciclo de vida de Alternaria spp. pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11 - Ciclo de vida do agente fitopatogénico Alternaria spp. na cultura do tomate (Fonte: Adaptado de
Agrios, 2005).

2.7.4.2. FUNGOS CAUSADORES DE MURCHIDOES VASCULARES E PODRIDAO RADICULAR E DO
CoLo

As doencas denominadas de murchiddes vasculares sdo doengas generalizadas e muito
destrutivas. Os sintomas causados e que conseguimos observar num periodo de tempo mais ou
menos rapido é a murchiddo, o escurecimento e a morte das folhas e dos rebentos das plantas e,
em ultimo caso, a morte completa da planta (Agrios, 2005; Bahadur, 2021; LeBlanc et al., 2017;
Xiong & Zhan, 2018). Associados a esta sintomatologia ha sobretudo dois géneros de fungos,
Fusarium e Verticillium (Agrios, 2005) mais propriamente a espécie Fusarium oxysporum (Bahadur,
2021; Volesky et al., 2022). Todas as doengas que causam murchiddes vasculares tém certas
caracteristicas em comum. As folhas infetadas ou partes de plantas infetadas perdem a
turgescéncia, tornam-se flacidas e a coloragdo vai de uma colora¢dao verde-clara a amarelo-
esverdeado, acabando por murchar e cair.

Nos cortes transversais de caules e ramos infetados, as areas necrdticas descoloridas
aparecem como anéis completos ou interrompidos consistindo em tecidos vasculares descoloridos.

Nos vasos do xilema de caules e raizes infetadas, estdo normalmente estruturas como micélio, e
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esporos do agente causal originando o entupimento dos vasos (Agrios, 2005; Bahadur, 2021).
Grande parte das vezes, as células do parénquima que circundam os vasos do xilema sdo
estimuladas por secre¢cdes do agente fitopatogénico e dividem-se excessivamente, e isso
combinado com o facto de as paredes dos vasos estarem mais finas e fracas leva a que haja uma
reducdao do didmetro ou colapso completo dos vasos. As toxinas secretadas nos vasos xilémicos
pelos fungos causadores de murchidao sdo transportadas para as folhas, causando a redugao da
sintese de clorofila ao longo das nervuras e a reducdo da fotossintese, interrompendo a
permeabilidade das membranas celulares das folhas e a sua capacidade de controlar a perda de
agua através da transpiragdo, resultando em epinastia foliar, murchiddo, necrose intervenal,

escurecimento e morte (Agrios, 2005).

2.7.4.2.1. FUSARIUM SPP.

Varias espécies de Fusarium podem causar doengas nas culturas, sendo no entanto a
espécie Fusarium oxysporum f. sp. spinaciae o agente causal que origina a doenga na cultura do
espinafre (Foss & Jones, 2005; E. Gatch, 2013; E. W. Gatch & du Toit, 2017; Volesky et al., 2022;
Waheed et al., 2021). Os sintomas podem ser observados precocemente tanto em pré-emergéncia
como em poés-emergéncia (Correll et al., 1994; Magnée, 2022). A murchiddo das plantas ocorre
como resultado da presenca e atividades do agente fitopatogénico nos vasos do xilema da planta.
Plantas inteiras podem morrer em poucas semanas embora em plantas perenes a morte pode
ocorrer varios meses ou anos apos a infe¢do. Enquanto a planta infetada estiver viva, os fungos
causadores da murchiddo vascular permanecem nos tecidos vasculares, mais propriamente no
xilema, e em algumas células envolventes. Somente quando a planta infetada morre devido a
doenga, os fungos movem-se para outros tecidos e esporulam na superficie ou perto da superficie

da planta morta (Agrios, 2005).

2.7.4.2.1.1. SINTOMAS

A murchidao causada por Fusarium spp. € uma doenca fungica que causa a murchiddo e a
morte de plantas de espinafre em qualquer estagio de crescimento. E considerada a doenca mais
grave das culturas de sementes de espinafre (Foss & Jones, 2005). A doenga causa elevadas perdas,
especialmente nas variedades suscetiveis e quando as temperaturas do solo e do ar sdo bastante
elevadas durante grande parte da época do ano. (Agrios, 2005; Waheed et al., 2021). Esta doencga
é favorecida por solos quentes e acidos (E. W. Gatch & du Toit, 2017). O ataque deste agente
fitopatogénico na cultura do espinafre pode levar a uma perda da colheita de 100 %, se nao for

controlada no campo (Foss & Jones, 2005; Waheed et al., 2021). Os primeiros sintomas aparecem
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como uma leve clorose inter-nervuras das folhas jovens. Posteriormente, as folhas mais velhas
apresentam epinastia causada pela queda dos peciolos. Plantas infetadas na fase de plantula
murcham e morrem apds o aparecimento dos primeiros sintomas. As plantas mais velhas no campo
podem murchar e morrer repentinamente se a infe¢do for severa e se o clima for favoravel ao
agente fitopatogénico. Nas plantas mais velhas, o clareamento das nervuras e a epinastia foliar sdo
seguidos por atrofia das plantas, amarelecimento das folhas inferiores, formac¢do ocasional de
raizes adventicias, murchiddo das folhas e caules jovens, desfolha, necrose marginal das restantes
folhas e, por ultimo, a morte da planta (Agrios, 2005; Bahadur, 2021; Waheed et al., 2021).
Normalmente, estes sintomas aparecem apenas num dos lados do caule e progridem
ascendentemente até que a folhagem e o caule morrem. Nos cortes transversais proximos a base
do caule da planta infetada, é evidente o aparecimento de um anél necrdtico na drea dos feixes
vasculares como se pode observar na Figura 12. A extensdo ascendente da descolora¢dao depende
da gravidade da doenga. As raizes, como se pode observar na Figura 12 também sdo infetadas e
apds um periodo inicial de desnutricdo, as raizes laterais menores apodrecem (Agrios, 2005). Em
estados avangados de desenvolvimento da doenga, ha medida que os tecidos da planta comegam
a envelhecer, o agente fitopatogénico move-se para fora do tecido vascular e coloniza o tecido
morto e em decomposi¢ao produzindo massas de esporoddquios (Figura 15) nos residuos da
colheita. Os esporoddquios produzem grande numero de macroconidios que eventualmente
retornam ao solo (Bahadur, 2021; Mace et al., 1981). Na Figura 12 pode-se observar o corte

transversal do caule de duas plantas, tomate e espinafre, ambas infetadas.

Figura 12 - Planta de tomate infetada (descoloragdo necrdtica severa dos tecidos vasculares) (A) e planta de
espinafre infetada com Fusarium oxysporum f. sp. spinaciae (descoloragdo castanho-escura a preta) (Fonte:
Agrios, 2005 (A) e Du Toit et al., 2005 (B)).

Nas podridGes das raizes, as raizes de plantas jovens apresentam uma descoloragao
avermelhada que se torna mais escura e maior com o tempo. Esta descolorag¢dao pode cobrir a raiz

principal e o caule abaixo da linha do solo ou pode aparecer como estrias que se estendem até a
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linha do solo. Ao longo da raiz principal aparecem cancros longitudinais, enquanto as raizes laterais
que sdo pequenas, morrem. O crescimento das plantas é retardado e em alturas em que o tempo
€ mais seco, as folhas podem adquirir uma coloragdo amarela e podem até cair. Por vezes, as
plantas infetadas desenvolvem raizes secundarias e radiculas abaixo da linha do solo, o que pode
ser suficiente para levar a planta a maturidade e a producdo de uma colheita razoavelmente boa.
No entanto, em muitos casos as plantas infetadas declinam e morrem com ou sem sintomas de

murchiddo (Agrios, 2005).

2.7.4.2.1.2. Condic¢Bes Favoraveis e Ciclo de Vida

O fungo Fusarium spp. s6 tem a fase de reproducdo assexuada e para entender a
capacidade que o fungo tem de causar doencgas, é necessdrio saber como os conidios e
clamiddsporos (esporos assexuados) e os fragmentos miceliais se disseminam. Como se trata de
um fungo mitospérico pertencente ao filo deuteromicota, este fungo produz conidios que nascem
no conidiéforo (Figura 13) e que infetam a planta (Agrios, 2005) e trés tipos de esporos que podem
ser observados na Figura 14. A estrutura reprodutiva assexuada de Fusarium spp. pode ser

observada na Figura 13.

Figura 13 - Tipo de conidios e conidiéforos produzidos pelo fungo mitospdrico Fusarium spp. (Fonte: Agrios,
2005).

O Fusarium spp. produz trés tipos de esporos, os microconidios (Figura 14 (B)) que sdo os
esporos produzidos com maior frequéncia e abundancia, os macroconidios (Figura 14 (A)) que sdo
os esporos tipicos deste agente fitopatogénico e os clamiddésporos que sao esporos produzidos
dentro ou nos terminais dos micélios mais velhos ou nos macroconidios. Todos estes tipos de
esporos sao produzidos nas culturas deste fungo e provavelmente no solo, embora apenas os
clamiddsporos possam sobreviver no solo por muito tempo (Agrios, 2005; Bahadur, 2021). Estas

estruturas de Fusarium spp. (Figura 15) podem ser observadas na Figura 14.
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Figura 14 - Macroconidios (A) e microconidios (B) do agente fitopatogénico Fusarium spp. (Observagdo

microscépica) (Fonte: Fotografias cortesia de (A) R.J. McGovern e (B) R. Cullen, Departamento de Patologia Vegetal,
Universidade da Flérida - Agrios, 2005).

Quando as plantas sauddveis se desenvolvem e crescem em solos que estejam
contaminados, o tubo germinativo dos esporos ou o micélio penetram diretamente nas pontas das
raizes ou penetram nas raizes através de feridas ou no ponto de formagdo das raizes laterais. O
micélio avanca intercelularmente através do cértex radicular e ao atingir os vasos do xilema penetra
nestes pelas cavidades das células lenhificadas permanecendo exclusivamente nos vasos e
percorrendo através dele no sentido ascendente em dire¢do ao caule e a coroa da planta. Enquanto
nos vasos, o micélio se ramifica e produz microconidios que se desprendem e sdo transportados no
sentido ascendente através da seiva. Estes microconidios germinam na altura em que o seu
movimento ascendente é interrompido, o micélio penetra na parede superior do vaso e mais
microconidios sdo produzidos no seguinte vaso. O micélio também avanca lateralmente nos vasos
adjacentes, penetrando-os através das cavidades das células lenhificadas (Figura 15) (Agrios, 2005).
A combinac¢do destes processos denominados de entupimento dos vasos sdo responsaveis pela
limitacdo do fornecimento de 4gua e nutrientes a planta (Agrios, 2005). As plantas mais velhas
infetadas exibem folhas mais velhas cloréticas, a maturidade é precoce, existe baixa produgao de
semente e ocorre a morte prematura das plantas (Foss & Jones, 2005).

Este é um agente fitopatogénico habitante do solo sobrevivendo em restos de plantas
infetadas no solo como micélio e em todas as suas formas de esporos, no entanto, € mais comum
gue sobrevivam na forma de clamiddsporos (Agrios, 2005; Bahadur, 2021; Volesky et al., 2022).
Como é o caso da espécie Fusarium oxysporum, que persiste no solo na forma de clamidésporos
com uma vida longa ou como micélio, colonizando espécies ndo hospedeiras (Gordon et al., 1989;
Volesky et al., 2022) ou residuos de culturas (Gordon & Okamoto, 1990). No entanto, o agente
fitopatogénico pode persistir durante muitos anos no solo na auséncia de uma cultura hospedeira
(Bahadur, 2021; Foss & Jones, 2005) e também pode sobreviver nas sementes, causando doengas
em campos que previamente estavam livres desta doenca (Foss & Jones, 2005). A curtas distancias
espalham-se através da dgua de rega e dos equipamentos agricolas contaminados e a longas

distancias espalham-se principalmente através de plantas transplantadas que estdo infetadas ou
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através do solo que esta infestado com o agente fitopatogénico (Agrios, 2005; Bahadur, 2021).
Quando uma area é infestada com este agente fitopatogénico, normalmente, permanece por um
tempo indeterminado (Agrios, 2005). O agente fitopatogénico desenvolve-se rapidamente a
temperaturas de aproximadamente 27 °C e pH inferior a 6,5 (Syngenta, 2023).

Estudos realizados por Bassi e Goode (1978) através do isolamento do agente
fitopatogénico causador da doenca no espinafre demonstraram que o inéculo transmitido por
sementes era provavelmente a fonte principal de disseminacdao do agente fitopatogénico, no
entanto, existem outras formas de disseminagdao como as poeiras, o vento e a movimentac¢do de
solo infestado pelos trabalhadores e equipamentos agricolas que se tornam fontes de inéculo de
Fusarium oxysporum (Mace et al., 1981). O ciclo de vida do Fusarium spp. pode ser observado na

Figura 15.
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Figura 15 - Ciclo da doenc¢a da murchiddo do Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici na cultura do tomate
(Fonte: Adaptado de Agrios, 2005).
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2.7.4.2.2. VERTICILLIUM SPP.

A murchiddo causada por fungos do género Verticillium é uma doenga que aparece nas
culturas por todo o mundo, no entanto, é mais significativa nas regides temperadas e
especialmente em regides regadas (Berlanger & Powelson, 2000).

E um agente fitopatogénico habitante do solo e que também pode vir em sementes
contaminadas (Du Toit et al., 2005). A espécie Verticillium dahliae é altamente sistémica na cultura
do espinafre e pode ser transmitida facilmente por semente nesta cultura (BASSI & MJ, 1978; Du
Toit et al., 2005; Feng et al., 2014; Maruthachalam et al., 2013).

Este género ataca mais de 200 espécies de plantas, incluindo na sua maioria os vegetais,
flores, arvores de frutos, morangos, culturas plantadas, plantas ornamentais perenes e arvores de
sombra e de floresta. Algumas estirpes de Verticillium apresentam especializacgdo em hospedeiros,
mas a maioria ataca uma enorme diversidade de plantas hospedeiras. Quando o agente
fitopatogénico Verticillium aparece pela primeira vez no campo, é uma doencga considerada suave
e especifica de um local, no entanto, com o passar do tempo ha medida que o inéculo se acumula
e surgem novas estirpes mais virulentas do fungo, os ataques tornam-se sucessivamente mais
severos e generalizados (Agrios, 2005).

E bastante preocupante no espinafre produzido através de sementes porque, por um lado,
como referido anteriormente, o agente fitopatogénico é facilmente transmitido por sementes e
porque, por outro lado, as estirpes que infetam o espinafre, podem infetar algumas culturas que
crescem em rotacdo com o espinafre (Atallah et al., 2010; Bhat & Subbarao, 1999; Du Toit et al.,

2005).
2.7.4.2.2.1. SINTOMAS

Os sintomas sao quase idénticos aos da murchiddo do Fusarium. Na maioria das dreas e em
muitos hospedeiros, o Verticillium induz a murchiddo quando as temperaturas sdo mais baixas do
que aquelas que causam a murchiddo do Fusarium (Agrios, 2005). Os sintomas variam de
hospedeiro para hospedeiro. Em geral, observa-se uma clorose e necrose foliar prematura e uma
descolorac¢do vascular dos caules e raizes, no entanto, estes sintomas sado carateristicos de todos
os hospedeiros (Berlanger & Powelson, 2000; Volesky et al., 2022). Quando os dias sdo mais
guentes e com maior intensidade da luz solar, os sintomas de murchiddo sdao mais evidentes
(Berlanger & Powelson, 2000). Para além desta diferenga, os sintomas desenvolvem-se mais
lentamente e geralmente aparecem apenas na parte inferior ou externa da planta em alguns dos
ramos. Em alguns hospedeiros, esta doenca desenvolve-se principalmente em plantulas que

normalmente morrem logo apds a infegao. As infe¢des tardias sdo as mais comuns que fazem com
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que as folhas superiores caiam e outras folhas desenvolvam manchas clordticas irregulares que se
tornam necréticas com o tempo. As plantas mais velhas infetadas com o agente fitopatogénico
Verticillium sdao normalmente atrofiadas e os tecidos vasculares apresentam uma descoloragdo
caracteristica acastanhada. A infecdo pode também resultar na desfolha, murcha gradual e morte
de ramos sucessivos ou colapso abrupto e, por Ultimo, a morte de toda a planta (Agrios, 2005). Os
sintomas que afetam as raizes (Figura 16 (A)), coroa (Figura 16 (A)), caule (Figura 16 (B)) e folhas

(Figura 17) podem ser observadas nas Figuras 16 e 17.

Figura 16 - Corte longitudinal das raizes e coroa (A) e do caule (B) de uma planta de espinafre saudavel
(esquerda) e de uma planta infetada ((direita) — descoloragdo castanho-palida (A)) e microesclerotos no
tecido vascular (B) (Fonte: Du Toit et al., 2005).

Figura 17 - Sintomas de murchiddo causada pelo agente fitopatogénico Verticillium spp. na cultura de
espinafre (Fonte: Du Toit et al., 2005).
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2.7.4.2.2.2. CONDICOES FAVORAVEIS E CICLO DE VIDA

O Verticillium spp. pertence a classe de fungos deuteromicetos (fungos imperfeitos) uma
vez que ndo possui estagio sexual conhecido (Berlanger & Powelson, 2000). Desta forma, como sé
tem a fase de reproducdo assexuada, para entender a capacidade que o fungo tem de causar
doencgas é necessario saber como os conidios e os esclerotos (esporos assexuados) e os fragmentos
miceliais se disseminam.

Este fungo produz conidios de curta duragdao que nascem no conidiéforo (Figura 18 (A)) e
microesclerotos, sendo estes ultimos os que infetam a planta (Agrios, 2005). Os conidios sao
esporos unicelulares que possuem hifas especializadas produzidas ao redor de cada conidiéforo
(Berlanger & Powelson, 2000). A estrutura reprodutiva de Verticillium spp. pode ser observada na

Figura 18 (A e B).

Figura 18 - Conidios inseridos no conidiéforo referentes a Verticillium spp. (Observagdo microscépica) (A) e
conidios nos vasos do xilema (Observagdo microscépica) (B) (Fonte: Berlanger & Powelson, 2000 (A e B)).

Este agente fitopatogénico penetra nas raizes jovens das plantas hospedeiras diretamente
ou através de feridas (Agrios, 2005) comec¢ando, desta forma, a infe¢do (Figura 19) (Berlanger &
Powelson, 2000). Os microesclerotos sdo estimulados a germinar por exsudatos de raizes e plantas
hospedeiras e ndao hospedeiras. O fungo penetra na raiz da planta suscetivel na regido de
alongamento e o cdrtex é colonizado. A partir do cértex, as hifas invadem os vasos do xilema onde
se formam os conidios (Figura 18 (A) e (B)). A colonizagdo vascular ocorre a medida que os conidios
sdo absorvidos pela planta junto com a dgua. Devido ao material fungico e aos produtos de reagdo
do hospedeiro, o sistema vascular fica obstruido, impedindo que a dgua atinja as partes superiores
da planta. As folhas e os caules uma vez que ndo recebem agua comegam a apresentar sintomas
de murchiddo e clorose foliar (Berlanger & Powelson, 2000). Hd medida que a planta doente
envelhece, o fungo torna-se saprofita e coloniza os tecidos em decomposi¢cdo ou mortos. Durante
a colonizagao, o fungo produz microesclerotos que sdo massas de hifas melanizadas e que sdo

libertados no solo com a decomposi¢cdao do material vegetal. O fungo sobrevive por muitos anos

51



Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

como microesclerotos ou como micélio ou conidios no sistema vascular de plantas perenes
(Berlanger & Powelson, 2000; Volesky et al., 2022).

Em geral, este agente fitopatogénico quando estabelecido no solo, a disseminag¢do ocorre
principalmente pelo cultivo do solo e pelo movimento do solo através do vento e da dgua (Berlanger
& Powelson, 2000). No entanto, o fungo também é disseminado por sementes contaminadas, por
estacas vegetativas e tubérculos, pelas dguas superficiais e pelo solo que pode conter até 100 ou
mais microesclerotos por grama (Agrios, 2005; Volesky et al., 2022). As densidades do inéculo e a
severidade da doenc¢a tendem a aumentar de ano para ano quando as culturas plantadas sdo
suscetiveis (Berlanger & Powelson, 2000).

A murchid3do causada pelo agente fitopatogénico Verticillium spp. é favorecida na presenca
de solos humidos e de temperaturas a volta de 21 a 27 °C (Berlanger & Powelson, 2000). A
temperatura ideal para a infegao pela espécie Verticillium dahliae é por volta de 21 a 30 °C (Volesky
et al., 2022) e é um pouco mais comum em regides mais quentes (Agrios, 2005). O Verticillium spp.
é frequentemente encontrado em areas nao cultivadas o que mostra que o fungo é nativo dos solos
e que pode atacar culturas suscetiveis assim que sdo plantadas (Agrios, 2005). O ciclo de vida da

espécie Verticillium dahliae pode ser observado na Figura 19.
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Figura 19 - Ciclo de vida do agente fitopatogénico Verticillium spp. (Fonte: Adaptado de Berlanger & Powelson,
2000).
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2.7.4.3. SCLEROTINIA SPP.

O Fungo Sclerotinia spp. € um fungo que pertence ao reino Fungi, filo Deuteromicota. Em
condi¢Bes de campo nao produz esporos assexuados e sexuados e, por isso, é considerado um
fungo estéril. Os fungos do género Sclerotinia, principalmente as espécies Sclerotinia sclerotiorum
e Sclerotinia minor causam doengas destrutivas em diversas plantas, principalmente nos vegetais e
flores. Estas doengas ocorrem em todo o mundo e afetam todos os estagios de crescimento das
plantas, incluindo plantulas, plantas adultas e produtos provenientes da colheita (Agrios, 2005).

As doengas causadas pelo agente fitopatogénico Sclerotinia spp. nos vegetais sdo
frequentemente causadas pela espécie Sclerotinia sclerotiorum. A Sclerotinia spp. tem uma ampla
gama de hospedeiros que inclui culturas como o brdculo, repolho, couve-flor, cenoura, aipo, feijao,
alface, tomate, espinafre, entre outras, incluindo flores (Laemmlen, 2002; Rudolph et al., 2022).
Estas causam elevadas perdas, quer no campo, quer poés-colheita. Os sintomas variam com o
hospedeiro ou com a parte do hospedeiro afetada e com as condi¢Ges ambientais (Agrios, 2005).
Existem diversos nomes pelos quais as doencas provocadas por Sclerotinia spp. sdao conhecidas tais
como podriddo do algoddo, mofo branco, podriddo mole aquosa, podriddo do caule, queda,

podridao da coroa, ferrugem das flores, entre outros (Agrios, 2005; Rudolph et al., 2022).

2.7.4.3.1. SINTOMAS

Dependendo das culturas, assim os sintomas sdo diferentes (Agrios, 2005). O sintoma tipico
das doencgas causadas por este agente fitopatogénico é o aparecimento de um micelial branco e
algodonoso em crescimento na planta infetada, no qual apds este crescimento se desenvolvem
corpos de resisténcia grandes e compactos denominados de esclerotos (Agrios, 2005; Rudolph et
al., 2022). A medida que este fungo coloniza os tecidos do hospedeiro, produz uma les3o com uma
coloragdo castanha-clara a castanha-acinzentada. Também pode ocorrer a degradagao severa do
tecido, originando uma podridao mole (Laemmlen, 2002). Na base dos caules de plantas infetadas
desenvolvem-se inicialmente lesdes palidas ou castanho-escuras. As lesdes sdo rapidamente
cobertas por manchas brancas de micélio fungico (Agrios, 2005; Rudolph et al., 2022). Nos estdgios
iniciais da infe¢do, a folhagem normalmente parece normal e as plantas podem estar infetadas
(Agrios, 2005).

Quando o fungo cresce completamente através do caule e este apodrece, a folha acima da
lesdo acaba por murchar e morre rapidamente. Apds isso, a planta inteira colapsa e morre (Agrios,
2005; Rudolph et al., 2022). No entanto, em alguns casos, a infe¢do pode comecar na folha e depois
propagar-se para o caule através da folha. As folhas e os peciolos das plantas como é o caso da

cultura da alface colapsam e morrem quando o fungo infecta a base do caule e as folhas inferiores.
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Este agente fitopatogénico também pode causar doencgas ap6s a colheita da cultura e se a doenga
se desenvolver apds a colheita, no armazém, a podriddo dissemina-se para as raizes, bolbos e
rebentos adjacentes, produzindo érgaos podres e estes podem colapsar produzindo uma podridao
mole aquosa coberta pelo micélio branco do fungo (Agrios, 2005).

No caso da espécie Sclerotinia sclerotiorum, esta pode atacar a raiz da planta hospedeira e
o caule na linha do solo ou perto dela, onde sdo observados pela primeira vez (Laemmlen, 2002;
Rudolph et al., 2022). As lesdes desenvolvem-se no caule e o agente fitopatogénico destréi
gradualmente o tecido vascular da coroa, acabando a planta por murchar e tombar. Para além
disto, produz esporos que podem ser disseminados através do ar. Desta forma, ndo é incomum ver
infecBes desta espécie na folhagem de plantas que sdo atacadas por outra espécie ou por esta
espécie. Partes de flores senescentes sdao um local ideal para este agente fitopatogénico colonizar.
A partir deste tecido, o agente fitopatogénico pode invadir folhas, caules e frutos sauddveis
(vagens) por isso é que a Sclerotinia sclerotiorum poder ser um agente fitopatogénico tao
importante nas culturas de flores, culturas de sementes e feijoes secos (Laemmlen, 2002). Os

sintomas e as estruturas reprodutivas que infetam as culturas podem ser observadas na Figura 20.

Al
Figura 20 - Esclerotos pretos do fungo dentro de um caule de uma planta de tomate (Fonte: Fotografias tiradas
por K. Pernezny - Agrios, 2005).

2.7.4.3.2. CONDIGOES FAVORAVEIS E CICLO DE VIDA

O ciclo de vida de Sclerotinia (Figura 21) tem a fase de reproducdo sexuada e assexuada e
para entender a capacidade que o fungo tem de causar doencas, é necessario saber como os
esclerotos (estruturas de resisténcia), ascdsporos (esporos sexuados) e os fragmentos miceliais se

disseminam. Em algumas espécies, os esclerotos (Figura 20) causam a infe¢do produzindo
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filamentos de micélio que atacam e infetam diretamente os caules de plantas jovens. Sob condi¢des
himidas, a forma de infegao primdria mais comum é provavelmente através da germinagao dos
esclerotos embora na espécie Sclerotinia sclerotiorum quase todas as infe¢Oes sejam iniciadas por
ascosporos (Agrios, 2005). No entanto, em condi¢gbes de campo o que é produzido sdo os esclerotos
e, dessa forma, sdo essas as estruturas mais importantes.

A espécie Sclerotinia sclerotiorum produz um micélio denso, branco e algodonoso
(Laemmlen, 2002; Rudolph et al., 2022) na superficie do hospedeiro e nas superficies adjacentes do
solo (Laemmlen, 2002) e até em dérgdos carnudos de armazenamento infetados (Agrios, 2005).
Dentro desta massa micelial, formam-se densos corpos brancos de fungos que se tornam pretos e
de textura dura a medida que amadurecem, que se denominam de esclerotos (Laemmlen, 2002;
Rudolph et al., 2022). Os esclerotos podem ser formados internamente na medula do caule ou
podem ser formados na parte externa do caule (Agrios, 2005), agem como sementes e permitem
que o fungo sobreviva por varios anos no solo (Laemmlen, 2002).

Os tecidos invadidos parecem mais escuros do que os sauddveis e tornam-se macios e
aquosos (Agrios, 2005). A atividade deste agente fitopatogénico é favorecida por elevadas
humidades de solo, elevadas humidades do ar e temperaturas frias (Laemmlen, 2002). O
desenvolvimento ocorre geralmente durante o final da primavera, apds periodos fresco 10 a 16 °C
e humido e é suprimida quando as temperaturas atingem os 27 °C (Rudolph et al., 2022).

A espécie Sclerotinia sclerotiorum hiberna e sobrevive no solo como esclerotos sobre ou
dentro de tecidos infetados ou como micélio em restos de plantas infetadas ou em plantas mortas
(Agrios, 2005; Laemmlen, 2002). A maioria dos esclerotos tém uma vida curta (varios meses) no
solo na auséncia de um hospedeiro. Em condi¢des secas, os esclerotos mantém a sua viabilidade
por mais de 10 anos (Laemmlen, 2002). Na primavera ou no inicio do verao, os esclerotos germinam
e produzem caules finos que terminam numa pequena estrutura denominada de apotécio que se
desenvolve em dias nublados e frios (Rudolph et al., 2022) em forma de disco onde sao produzidos
ascos e ascosporos (Agrios, 2005). Os ascésporos podem se dispersar através de salpicos de dgua
de rega ou chuva (dispersdo a curta distancia) e correntes de ar (dispersao a longa distancia). O
movimento de esclerotos ou solos infestados através de ferramentas, equipamentos agricolas e
pessoas pode resultar numa maior propagac¢do da doenga (Rudolph et al., 2022). O ciclo de vida da

espécie Sclerotinia sclerotiorum pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21 - Ciclo de vida da espécie Sclerotinia sclerotiorum (Fonte: Adaptado de Agrios, 2005).

2.7.5. DOENGAS CAUSADAS POR FUNGOS PERTENCENTES AO FILO BASIDIOMICOTA

Rhizoctonia spp. é um fungo que pertence ao reino Fungi, filo Basidiomicota. Em condi¢bes
de campo, algumas espécies, produzem esporos sexuais denominados de basididsporos numa
estrutura denominada de basidio e, por isso, sdo considerados basidiomicotas. No entanto, estes
esporos sao extremamente raros na natureza e, portanto, de pouco valor na identificagcao do fungo
e, desta forma, este fungo é considerado um fungo estéril (Agrios, 2005).

As doengas causadas por Rhizoctonia spp. ocorrem em todo o mundo e causam perdas em
quase todos os vegetais e flores, vdrias culturas plantadas, ornamentais perenes, arbustos e arvores
(Agrios, 2005). Estes fungos habitam o solo e causam doengas graves em diversos hospedeiros
(Agrios, 2005) como plantas horticolas e culturas arvenses (Pegg & Manners, 2014b), afetando as
raizes, caules inferiores, tubérculos, rebentos e outras partes de plantas que se desenvolvem no
solo (Agrios, 2005), folhas e frutos (Pegg & Manners, 2014b). Nos solos de areas agricolas, florestas
e outros ambientes naturais podem ser encontradas varias estirpes diferentes (Pegg & Manners,

2014b).
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2.7.5.1. RHIZOCTONIA SPP.

A espécie mais importante é a Rhizoctonia solani (Agrios, 2005; Ajayi-Oyetunde & Bradley,
2018). Todos as espécies pertencentes ao género Rhizoctonia existem principalmente como micélio
estéril e, as vezes, como pequenos esclerotos. O micélio é hialino na fase jovem, tornando-se de
coloragdo amarela ou castanha-clara com a idade. As carateristicas de ramificagcdo sdo geralmente
as Unicas disponiveis para a identificagdao do fungo como Rhizoctonia. Sob certas condi¢des, o fungo
produz esclerotos semelhantes a tufos de células curtas e largas e pequenos esclerotos de
coloragdo castanha a preto, sendo estes comuns em alguns hospedeiros, como a batata (Agrios,
2005).

A fase perfeita ou sexual da espécie Rhizoctonia solani é Thanatephorus cucumeris
(Telemorfo) (Agrios, 2005; Pegg & Manners, 2014b; Senapati et al., 2022). Este fungo raramente
produz esporos sexuais denominados de basidiésporos (Pegg & Manners, 2014b). Sob certas
condic¢Ges, este fungo produz esclerotos que funcionam como clamiddsporos (Gabor et al., 2013).

Rhizoctonia spp. pode estar presente nas raizes de uma planta doente sem ser patogénica
podendo-se confundir os sintomas causados por outro fungo com os causados por Rhizoctonia spp.
Este agente fitopatogénico pode interagir com outros agentes fitopatogénicos radiculares e sob
condi¢Bes ambientais favoraveis pode causar um complexo de doengas radiculares que pode
resultar em doencas mais graves do que as causadas por um sé agente fitopatogénico (Pegg &

Manners, 2014b).

2.7.5.1.1. SINTOMAS

No geral, este agente fitopatogénico causa podriddes da raiz e do caule (Agrios, 2005;
Gonzalez Garcia et al., 2006). No entanto, os sintomas podem variar de cultura para cultura, com a
fase de crescimento em que a planta é infetada e com as condi¢gdes ambientais predominantes
(Agrios, 2005). Também pode causar podriddes em frutas e vagens que se encontram no solo ou
proximas do solo como é o caso da cultura do pepino, tomate, beringela e feijdo (Agrios, 2005;
Naito, 1996, 2006). Na grande maioria, os sintomas mais comuns sdo o damping-off de plantulas,
em pré e/ou pds-emergéncia, podriddo da raiz, podriddo do caule ou cancro do caule de plantas,
em crescimento ou cultivadas (Agrios, 2005; Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018; Magnée, 2022). Em
alguns hospedeiros, este agente fitopatogénico também causa o apodrecimento dos drgaos de
armazenamento e manchas foliares que podem estar separadas por um tecido verde ou fundidas
formando uma massa maior de tecido doente (Agrios, 2005). As plantulas que morrem apds a
emergéncia podem desenvolver cancros do caule perto da superficie do solo (Pegg & Manners,

2014b).
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Plantas espessas e carnudas como as leguminosas e os tubérculos da batata podem
apresentar lesdes visiveis de colora¢do acastanhada e cavidades das células lenhificadas mortas,
antes de as plantas morrerem. Apds a emergéncia, o fungo ataca o caule deixando-o encharcado,
mole e incapaz de sustentar a plantula que acaba por cair e morrer (Agrios, 2005). No entanto, por
outro lado, as plantulas emergem e ndo morrem, mas os cancros de colora¢do castanho-
avermelhado estdo presentes no caule denominando-se esta doenga de Ferrugem ou Haste de
arame (Pegg & Manners, 2014b).

Nas plantas mais velhas, a invasdao do fungo é limitada aos tecidos corticais externos, que
desenvolvem lesGes alongadas, de coloragdo castanho-avermelhada. Estas podem aumentar em
comprimento e largura até circundarem o caule e a planta acabar por morrer. O caule antes de a
planta morrer pode ficar preto-acastanhado e pode ser dobrado ou torcido sem quebrar,
originando a doenga do Caule de arame. Outro dos sintomas é o cancro do caule das plantulas que
€ comum em culturas como o algodao, tabaco e outras plantulas que escaparam a fase que origina
o damping-off ou murchidao das plantulas (Figura 22). Desenvolve-se sob condi¢des que nao sdo
favoraveis a doenga. As lesGes aparecem como cancros afundados de coloragdo castanha-
avermelhada que circundam o caule préximo a linha do solo. A medida que a temperatura do solo
aumenta consoante a época do ano, as plantas afetadas podem apresentar recuperagao parcial
devido ao crescimento de novas raizes. No entanto, outro sintoma que também pode aparecer nas
plantas sdo as lesGes radiculares que se formam em plantulas e em plantas parcialmente
desenvolvidas ou adultas. As lesdes s3ao de coloracdo castanha-avermelhada e, geralmente,
aparecem primeiramente abaixo da linha do solo. No entanto, em condig¢des de clima frio e himido
as lesdes aumentam em todas as dire¢Ges e podem aumentar em tamanho e niumero para incluir
toda a base da planta e a maioria das raizes, o que resulta no enfraguecimento, amarelecimento e,
por vezes, na morte da planta (Agrios, 2005).

Nas plantas consideradas plantas baixas como a alface e o repolho, as folhas mais baixas
gue tocam no solo ou préximas do solo sdo atacadas nos peciolos e nervuras centrais. As lesdes sdo
de coloragdo castanha-avermelhada e sao levemente afundadas e ao se desenvolverem, toda a
folha torna-se castanho-escura e viscosa. A infecdo espalha-se das folhas inferiores para as
restantes folhas até que a maioria das folhas ou todas as folhas sdo invadidas e apodrecidas com
micélio e esclerotos que atravessam os tecidos ou ficam hospedados entre as folhas. (Agrios, 2005).

A doenga pode se espalhar de folha para folha ou de caule para caule. Ocorre durante
periodos de elevada humidade. A desfolha severa e manchas foliares também podem ocorrer,
designando-se esta doenca de Ferrugem foliar (Pegg & Manners, 2014b). Os sintomas detetados

nas culturas podem ser observadas na Figura 22.
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Figura 22 - Apodrecimento da raiz e do caule em plantas de repolho (Fonte: Fotografias pertencentes ao
Departamento de Fitopatologia, Universidade da Flérida - Agrios, 2005).

2.7.5.1.2. CONDICOES FAVORAVEIS E CICLO DE VIDA

O ciclo de vida de Rhizoctonia spp. (Figura 24) tem a fase de reproducdo sexuada e
assexuada e para entender a capacidade que o fungo tem de causar doencas, é necessario saber
como os esclerotos (estruturas de resisténcia) e os fragmentos miceliais se disseminam. O micélio

de Rhizoctonia spp. pode ser observado na Figura 23.

Figura 23 - Micélio tipico de Rhizoctonia spp. (Observagdo microscopica) (Fonte: Fotografias pertencentes ao
Departamento de Fitopatologia, Universidade da Flérida - Agrios, 2005).

O agente fitopatogénico é transmitido por sementes e solo (Agrios, 2005; Senapati et al.,
2022), hibernando geralmente como micélio (Figura 23) ou esclerotos em sementes infetadas ou
solo (Agrios, 2005; Senapati et al.,, 2022) e/ou sobre plantas perenes infetadas ou material
propagativo como por exemplo, tubérculos de batata. O fungo estd presente na maioria dos solos
e uma vez estabelecido no campo, permanece indefinidamente (Agrios, 2005). Quando os solos

secam, o fungo torna-se dormente como micélio de parede espessa ou produz esclerotos que lhe
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permitem sobreviver por muitos anos. A infecdo é iniciada quando os esclerotos ou hifas sao
atraidos para as plantas por exsudatos quimicos de células vegetais em crescimento. Apds o
contacto, as hifas do fungo crescem sobre a superficie eventualmente formando estruturas que
facilitam a infe¢do do hospedeiro e permitem que o fungo penetre nos tecidos da planta e absorva
nutrientes para o crescimento e desenvolvimento continuo dos fungos. A penetragao também pode
ocorrer através de aberturas naturais como os estomas ou através de feridas. A medida que o fungo
mata as células vegetais, as hifas continuam a crescer e a colonizar o tecido morto, muitas vezes
formando os esclerotos. Quando o material vegetal fresco se torna disponivel, um novo inéculo é
produzido e o ciclo de vida repete-se (Figura 24). Ndo produz esporos basidiésporos, mas varias
doengas importantes resultam da infegdo por basididsporos (Pegg & Manners, 2014b).

Este dissemina-se com a chuva, a dgua de rega ou a agua proveniente de inundagoes,
através de maquinas agricolas ou outro equipamento que movimente o solo contaminado e,
através de materiais de propagac¢do infetados ou contaminados. Em alguns hospedeiros, o fungo
pode até ser transportado na semente. Para a maioria das estirpes do fungo, a temperatura ideal
para a infecdo é de cerca de 15 a 18 °C, no entanto, algumas estirpes sdo mais ativas sob
temperaturas mais elevadas, até cerca de 35 °C (Agrios, 2005). A doenca é mais severa em solos
moderadamente himidos do que em solos encharcados ou secos. A infecdao de plantas jovens é
mais grave quando o crescimento da planta é lento devido as condi¢des ambientais adversas para

a planta (Agrios, 2005). O ciclo de vida de Rhizoctonia sp. pode ser observado na Figura 24.
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Figura 24 - Ciclo de vida do agente fitopatogénico Rhizoctonia spp. (Fonte: Adaptado de Agrios, 2005).

2.7.6. GESTAO DE DOENGAS CAUSADAS POR FUNGOS FITOPATOGENICOS

A complexidade e a diversidade das doencgas de plantas causadas por fungos permitiram o
desenvolvimento de um nimero elevado de abordagens no seu controlo. As carateristicas do ciclo
de vida de cada fungo, as preferéncias de habitat e o seu desempenho sob certas condi¢cGes
ambientais sdo alguns dos fatores mais importantes a serem considerados na tentativa de controlar
as doencas. Apesar de algumas doencas conseguirem ser controladas por apenas um tipo ou um
tipo de estratégia, normalmente, é necessaria uma combinagao de medidas para que o controlo
seja satisfatério. Uma gestao das doengas é obrigatdria para que se consiga mitigar os problemas

fitossanitarios causados por fungos (Agrios, 2005).
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As medidas de controlo cultural ou biolédgico mais comuns sdo (Agrios, 2005; Panth et al.,
2020; Xu et al., 2022):

e A utilizagdo de variedades de plantas resistentes — E a medida mais utilizada e que
controla melhor as doengas;
e A utilizacdo de sementes ou material de propagacdo livres de agentes
fitopatogénicos;
e Adestruicdo de partes de plantas ou refugos que abrigam o agente fitopatogénico;
e Remocgdo e queima de restos de plantas infetadas;
e A destruicdo de plantas espontaneas ou hospedeiros alternativos do agente
fitopatogénico;
e A utilizacdo de ferramentas e recipientes limpos;
e Drenagem adequada dos campos e promog¢do da circulagdo de ar nas plantas;
e Rotacgdo de culturas;
e Suporte ou utilizagdo de microrganismos antagonistas ou patogénicos do fungo que

causa a doenga na planta.

Para muitas das doengas causadas por fungos, o método mais eficaz e, por vezes, o Unico
disponivel é a aplicacdo de fungicidas nas plantas, nas sementes e/ou no solo onde as plantas serdo
cultivadas (Agrios, 2005). No entanto, podem ser controladas por fungos de solo e por bactérias do
solo. Relativamente as bactérias do solo, as doengas mais comuns controladas por estas sdo as
podriddes radiculares e damping-off causadas por oomicetas como o Pythium e a Phytophthora e
por deuteromicetas e basidiomicetas como o Fusarium e a Rhizoctonia, respetivamente (Agrios,
2005; Lamichhane et al., 2018).

Em algumas doencas, o fungo estd na semente e o controlo sé pode ser obtido através do
tratamento da semente com fungicidas que sdo absorvidos e distribuidos pela planta (fungicidas
sistémicos) ou por agua quente (Agrios, 2005). No entanto, os fungos fitopatogénicos comportam-
se de maneira diferente e, desta forma, necessitam de algumas medidas especificas e que
controlem a doenga. Também ¢é importante, identificar as espécies causadoras da doenga do
espinafre uma vez que nem todas as espécies sdo especificas do hospedeiro em causa.

No caso do agente fitopatogénico Pythium, as doengas causadas pelo fungo sdo dificeis de
controlar apds a infecdo da raiz (Pegg & Manners, 2014a). Medidas como realizar as sementeiras
qguando as temperaturas sdo favordveis ao crescimento mais rapido das plantas, evitar a aplica¢do
de fertilizantes azotados em elevadas quantidades e métodos como o condicionamento osmético,

hidrata¢do controlada de sementes antes da sementeira, tém se mostrado um bom controlo do

62



Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

agente fitopatogénico (Agrios, 2005). Para além destes, a sele¢do de campos bem drenados e solos
bem arejados é também uma medida de controlo deste fitopatogénico (Lamichhane et al., 2018).

No caso do agente fitopatogénico Phytophthora, o controlo da podriddo radicular causada
por este agente fitopatogénico depende da suscetibilidade das culturas que sdo semeadas em solos
livres do agente fitopatogénico ou em solos leves e que drenem bem e rapido (Agrios, 2005). No
campo, o tratamento de sementes a base de fungicidas é o método preventivo mais importante. O
diagndstico preciso da doenca é essencial quando sdo utilizados fungicidas para o controlo da
doenga. Os produtos a base de quimicos, que controlam as doengas causadas por fungos de solo
podem ndo ser eficazes contra uma doenga causada, como por exemplo, por fungos como o
Pythium (Pegg & Manners, 2014a). Estudos afirmam que a utilizacdo de fungicidas sistémicos no
controlo de damping-off e podriddes de raizes causadas pelos agentes fitopatogénicos Pythium e
Phytophthora tém sido excelentes no seu controlo, podendo ser aplicados como tratamento de
sementes ou tratamento ao solo (Agrios, 2005). Estes para além de serem utilizados
preventivamente podem também ser utilizados como um tratamento local para controlar a doenga.
Quando aplicados apds a infegao raramente funcionam como curativos e a doenca pode reaparecer
(Pegg & Manners, 2014a).

No caso do agente fitopatogénico Alternaria, a aplicacdo de fungicidas adequados, é uma
medida recomendada como a primeira medida a implementar uma vez que a Alternaria é
facilmente transmitida no inicio do ciclo, com o objetivo de impedir a ocorréncia de damping-off
de plantulas bem como evitar a entrada e a disseminac¢do da doenca (Singh V et al., 2015; Tofoli et
al., 2015). Fertilizantes a base de azoto em quantidades adequadas normalmente reduzem a taxa
de infecdo por Alternaria (Agrios, 2005). Deste modo, uma adubagdo equilibrada baseada na
aplicacdo de azoto, fésforo, magnésio e adubos silicatados, adubagao verde, matéria organica pode
aumentar o vigor das plantas malnutridas e stressadas reduzindo a severidade da doenga. Também
as praticas culturais que permitem a reduc¢do da humidade e o tempo em que a superficie foliar
esta molhada sao estratégias que podem contribuir para a reducao desta doenca. Minimizar a rega
em periodos criticos e a eliminagdo dos restos culturais apds a colheita sdo medidas que pretendem
diminuir as fontes de inéculo da doenca e impedir a entrada da doenga em novas sementeiras
(Tofoli et al., 2015). A monda também é uma medida de controlo uma vez que as infestantes sao
hospedeiros alternativos das doengas (Hassan et al., 2010). A utilizagdo de agentes bioldgicos com
propriedades antagdnicas como Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii e Fusarium sp. sao
eficazes no controlo de Alternaria sp. de sementes (Singh V et al., 2015).

No caso do agente fitopatogénico Fusarium, quando a planta é infetada, ndo existe
tratamento e, por isso, a gestdo concentra-se nas praticas preventivas e de controlo cultural

(Volesky et al., 2022). Desta forma, existem medidas de controlo como a utilizacdo de fungos
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antagonistas como as bactérias Trichoderma e Gliocladium, Pseudomonas fluorescens e
Burkholderia cepacia, entre outros, tornando-se um método de controlo deste fungo. A utilizagdo
de sementes tratadas com fungicidas e a fertilizacdo a base de azoto na forma de nitrato podem
ajudar a reduzir as perdas (Agrios, 2005). Estudos mostram que devem ser utilizadas variedades
menos suscetiveis a murchiddo de Fusarium, na produgdo de verdao, uma vez que esta é mais severa
em épocas em que as temperaturas sao elevadas. Sementes tratadas com fungicidas apropriados
para reduzir o potencial de introdugao de Fusarium oxysporum f. sp. spinaciae em novos campos é
uma opg¢ao viavel (Brian, 2016).

No caso do agente fitopatogénico Verticillium, o controlo da doenca é dificil porque a
infecdo ocorre através das raizes (Berlanger & Powelson, 2000). Quando a planta é infetada, ndo
existe tratamento e, por isso, a gestdo concentra-se nas praticas preventivas e de controlo cultural
(Volesky et al., 2022). Como é um agente fitopatogénico transmitido pelo solo, facilmente
transmitido por sementes e altamente sistémico, a espécie Verticillium dahliae apresenta
obstdculos significativos para o desenvolvimento de um plano de gestdo integrada para a
murchiddo causada pelo agente fitopatogénico na produgdo de sementes de espinafre (Du Toit et
al., 2005). Medidas como a fumigac¢do do solo pode ser lucrativa quando utilizada para proteger
culturas de alto valor, no entanto, tem um custo elevado em grandes areas. A inativagdo térmica
via solariza¢do do solo tem sido um método que se tem mostrado util no controlo de Verticillium
em regides com elevadas temperaturas de verdo e baixa pluviosidade. Além disso, a utilizagdo de
cobertura morta com fertilizacdo a base de azoto amoniacal parece reduzir os danos causados pelo
agente fitopatogénico em algumas plantas, como por exemplo, na beringela (Agrios, 2005). Outros
meios como a sele¢do do local mais adequado considerando o histérico do cultivo, ou seja, das
culturas anteriormente cultivadas uma vez que algumas plantas podem ndo ser hospedeiras, mas
podem servir como reservatorio deste agente fitopatogénico em alguns ambientes, também é uma
medida de controlo. A rota¢do de culturas também é outro meio de controlo, no entanto, como a
estrutura de sobrevivéncia, o microescleroto, persiste no solo por muito tempo, mesmo na
auséncia de um hospedeiro suscetivel, é importante a utilizacdo de hospedeiros que ndo sejam
apenas “ndo hospedeiros” mas que permitam redugdes significativas dos microesclerotos no solo
como, por exemplo, rota¢des especificas com culturas como o bréculo que levam a reducdes
significativas nas popula¢es de microesclerotos, a longo prazo. A aplicacdo de azoto e fésforo de
forma adequada reduz a gravidade dos sintomas em algumas espécies de plantas. No caso da rega,
a limitagdo da quantidade de dgua aplicada no campo pode reduzir a gravidade da doenga em
algumas espécies de plantas como é o caso da cultura da batata pois o excesso de agua,
principalmente no inicio da época de crescimento resulta num aumento da infe¢do e, portanto,

num aumento da gravidade da doenga (Berlanger & Powelson, 2000).
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No caso do agente fitopatogénico Sclerotinia, o controlo das doencgas depende de diversas
praticas culturais e de pulveriza¢des a base de quimicos (Agrios, 2005; Rudolph et al., 2022) e deve
ser realizado utilizando uma combinacdo de ambos (Laemmlen, 2002). Poucas variedades
apresentam resisténcia a este agente fitopatogénico. Como os esclerotos permanecem viaveis no
solo por um tempo minimo de 3 anos e uma vez que, nem todos germinam ou morrem ao mesmo
tempo, os campos infetados devem ser plantados com culturas nao suscetiveis como culturas de
graos pequenos durante pelo menos 3 anos. A pulverizagdo do solo ou das plantas com fungicidas
apropriados antes e durante o estagio de suscetibilidade ao agente fitopatogénico tem se mostrado
um bom meio de controlo da doenga. A utilizagcdo de fungos micoparasitarios como Coniothyrium
minitans, Gliocladium roseum, Gliocladium virens, Sporodesmium sclerotivorum e Trichoderma
viride num solo infestado por Sclerotinia spp. tem se mostrado uma solucdo vidvel ao nivel do
controlo bioldgico porque estes destroem os esclerotos existentes ou inibem a formagao de novos,
reduzindo acentuadamente a populag¢do do fungo no solo (Agrios, 2005). A utilizagdo de rega gota-
a-gota reduz drasticamente os fatores de humidade do solo, humidade do ar e de temperaturas
perto da superficie do solo e, por consequéncia, reduz a incidéncia de doengas causadas pelo
agente fitopatogénico (Laemmlen, 2002). Medidas como a rotagdao de culturas ndo hospedeiras
como o milho, trigo, cevada, entre outras, a ndo reutilizagdo do solo ou meios de cultivo de culturas
horticolas em recipientes, maior espagamento entre plantas permitindo um melhor fluxo de ar,
evitar ferir as plantas, desinfetar ferramentas e equipamentos agricolas, recipientes, calgado que
possam estar infestados com o agente fitopatogénico, sdo também algumas das medidas de
controlo de Sclerotinia spp. (Rudolph et al., 2022).

No caso do agente fitopatogénico Rhizoctonia, o controlo das doengas é dificil. Desde 1980,
que se desenvolvem meios alternativos a esta doenga como cobertura de campo com materiais
vegetais ou com plastico fotodegradavel. Sempre que possivel, quer seja na producdo utilizando
estufas, quer seja na producdo ao ar livre, o solo deve ser esterilizado com vapor ou tratado com
produtos quimicos. A utilizacdo de sementes certificadas limpas, rotagdes com culturas nao
hospedeiras para reduzir a carga de indculo no solo e, quando possivel, a utilizagdo de cultivares
resistentes, sdo também medidas de controlo deste agente fitopatogénico (Ajayi-Oyetunde &
Bradley, 2018). Por outro lado, a utilizagdo de tratamento de sementes com fungicidas (Ajayi-
Oyetunde & Bradley, 2018; Senapati et al., 2022) sistémicos (Ganesha Naik et al., 2017) é uma
medida de controlo deste agente fitopatogénico uma vez que protegem as plantulas de sofrerem
damping-off em pré-emergéncia, ajudam a garantir o desenvolvimento de um sistema radicular
sauddvel, tornando as plantas menos suscetiveis a infecdo, aumentando o rendimento (Ajayi-
Oyetunde & Bradley, 2018). Nao se deve regar demasiado a cultura porque a doenga é mais grave

em solos muito humidos. Reduzir o stress das plantas ndo permitindo o acimulo de elevados niveis
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de sais sollveis na zona radicular e desinfetar as maquinas e equipamentos regularmente também
sdo medidas de controlo (Pegg & Manners, 2014b). O controlo bioldgico tem sido muito promissor
como estratégia na gestdao de Rhizoctonia solani. Extratos de plantas, de alho, gengibre, cravo

inibem mais de 80 % do crescimento micelial (Chakrapani et al., 2020; Rajeswari et al., 2020).

3. MATERIAIS E METODOS

Por interesses comerciais, em qualquer um dos ensaios, as variedades utilizadas, o nome
dos produtos fitofarmacéuticos, as doses utilizadas, as empresas as quais estes produtos e
variedades pertencem e o nome do laboratdrio no qual foram realizadas as analises, ndo podem
ser revelados. As variedades serdo designadas pelas letras (vA, vB). O ensaio sem tratamento de
semente, de controlo, sera designado pela letra NT e o ensaio no qual foi utilizada semente tratada

com a substancia ativa metalaxyl-M sera designado por T.

3.1. TESTES DE GERMINAGCAO DE SEMENTE

Os testes de germinacdo foram realizados na Universidade de Evora de acordo com as
normas ISTA para determinar o potencial maximo de germinac¢do, em %, das duas variedades em
estudo (International Seed Testing Association, 2010; Ministério da Agricultura, 2009). Desta forma,
foi possivel comparar a qualidade das duas variedades distintas e estimar a germinagdo em campo
sabendo que a germinagdo avaliada em laboratério nem sempre corresponde a de campo, devido
a variacdo das condic¢Bes climatéricas/ambientais.

Para a realizagdo dos ensaios de germinagdao de semente utilizaram-se quatro placas de
Petri para cada modalidade (vVANT e T, vB NT e T), e foram colocadas 100 sementes em cada placa.
As sementes foram sujeitas a uma temperatura de 15 °C, utilizou-se como meio de cultivo o papel
de filtro humedecido. As contagens foram feitas ao 39, 72, 109, 212, 239, 262 e 302 dia, apesar de

acordo com as regras do ISTA os dias para contagens serem o 72 dia e 0 212 dia.

3.1.1. RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DOS TESTES DE GERMINAGAO

O resultado imediato do teste de germina¢do é a média do valor obtido em cada e a soma
das percentagens de plantulas normais, anormais, sementes duras, dormentes e mortas
obviamente deve ser 100 %; estes devem ser os valores que devem constar como resultados
(Milivojevié et al., 2018; Ministério da Agricultura, 2009).

No final do teste de germinagao é possivel determinar os valores correspondentes a alguns
dos conceitos importantes para avaliar a qualidade da semente testada. Deste modo, é necessario

definir alguns conceitos, de acordo com as normas ISTA.
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3.1.1.1. PERCENTAGEM DE GERMINAGAO (%) OU FACULDADE GERMINATIVA (%)

Indica a propor¢ao do numero de sementes que produziram plantulas classificadas como
“normais” sob determinadas condig¢des e dentro do periodo especificado para determinada espécie
analisada. Ou seja, a percentagem de germinac¢do indica a percentagem de plantulas normais

obtidas durante o periodo definido para o seu teste (International Seed Testing Association, 2010).

3.1.1.2. ENERGIA GERMINATIVA (%)

Indica a percentagem de plantulas normais germinadas encontradas na primeira contagem
da anélise do poder germinativo. E um indicador da velocidade de germinacdo utilizado para
comparar amostras com o mesmo poder de germinagao. Quanto maior a energia de germinagao,
maior o valor da semente. Este tende a diminuir com o passar do tempo, por isso é um indice da
juventude da semente e do seu estado de conservagdao. Uma semente com uma boa energia de
germinagao também possui uma boa forga de sustentacdo e, por isso, poderd ter germinagao
homogénea o que permite uma melhor emergéncia da plantula no solo. A energia germinativa é

calculada através da Férmula (1) (Nalin, 2010).

100N
Y[(n1 xt1) + (n2 x t2) + (n3 X t3)]

Energia Germinativa (%) =

(1)

Legenda:
e N - Numero de sementes da amostra analisada;

e n—Numero de sementes germinadas (nos diferentes intervalos de tempo);
e t—Duracdo da germinagdo das sementes.

3.1.1.3. PUREZA (% DE PESO)

Indica a determinacdo da composicdo percentual por peso da amostra de trabalho
(Ministério da Agricultura, 2009). As normas ISTA referem que a pureza é calculada através da

Férmula (2).

. %) = Peso de sementes puras (g) (2)
Hreza 7] = peso total da amostra (8
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3.1.1.4. VALOR CULTURAL (%)

Indica a qualidade da semente obtida em fun¢do do poder de germinagdo e do grau de

pureza. Expressa o valor real da semente (Nalin, 2010). O valor cultural é calculado através da

Formula (3).

Germinagdo (%) X Pureza (%)

Valor cultural (%) = 100

(3)

3.2. Ensaios de Campo
3.2.1. LOCALIZAGAO DOS ENSAIOS

Os ensaios de campo foram realizados no Bracial, parcela pertencente a Quinta dos Cativos,
localizada na Boavista dos Pinheiros, na regido de Odemira, em campos devidamente identificados,
BR1 (37°34'38.8"N 8°41'32.1"W) (12 Sementeira) e BR2 (37°34'41.7"N 8°41'24.4"W) (22

Sementeira) (Figura 25).

Figura 25 - Localizagdo dos ensaios (Campos BR1 e BR2) (Fonte: Google Earth, 2023).
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3.2.2. CARATERIZAGAO EDAFOCLIMATICA

3.2.2.1. CARATERIZAGAO PEDOLOGICA

Os ensaios de campo foram realizados em solo com textura franco arenoso, sendo que este
tipo de textura é maioritariamente areia. Os valores médios analisados anualmente sdo areia com
valores entre 86-92 %, argila com valores entre 4,7-7,5 % e limo com valores entre 3,8-6,4 %.

O intervalo de pH do solo esta entre 6,0 e 7,0. Este solo tem baixo teor de matéria organica.

3.2.2.2. CARATERIZACAO CLIMATICA

A freguesia da Boavista dos Pinheiros pertence ao concelho de Odemira. A temperatura
varia entre 7 °C a 30 °C e raramente é inferior a 4 °C ou superior a 35 °C. A estagao quente dura 3,1
meses de junho a setembro, com temperaturas maximas médias diarias acima de 27 °C. O més mais
guente é agosto, com uma temperatura maxima média didria de 29 °C e minima média diaria de 18
°C. A estacdo fresca dura 3,7 meses de novembro a margo, com temperaturas maximas médias
diarias abaixo de 18 °C. O més mais frio é janeiro, com uma temperatura maxima média didria de 8
°C e minima média diaria de 15 °C (Clima, Condigées Meteoroldgicas e Temperatura Média Por Més
de Odemira (Portugal), 2022).

Os dados metereoldgicos foram obtidos através da estacdo metereoldgica pertencente a
Quinta da Boavista dos Pinheiros que fornece dados como temperatura do ar e do solo, radiagdo
solar, humidade relativa do ar, precipitacdo, direio do vento, velocidade do vento,
evapotranspiracdo de referéncia didria, entre outros. Neste estudo foram utilizados fatores
climatéricos como a temperatura do ar (°C) e a humidade relativa do ar (%) uma vez que sao fatores
climatéricos que proporcionam o aparecimento de fungos habitantes do solo. A temperatura do
solo (°C) também é um fator climatérico bastante importante na andlise destes ensaios, no entanto,
a estacdao meteoroldgica ndo fornece dados referentes a este fator e, por isso, ndo foi possivel té-
lo em conta neste estudo. Estes dados podem ser observados nos Apéndices B e C e nas Figura 26

(A) e (B).

Temperatura do ar (°C) vs. Humidade relativa do ar (%) Temperatura do ar (°C) vs. Humidade relativa do ar (%)

Figura 26 - Temperatura do ar (°C) vs. Humidade relativa do ar (%) — 12 Sementeira (A) e 22 Sementeira (B).
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Durante a realizagao da primeira sementeira que decorreu de dia 01 de junho até 22 de
junho de 2021 (dia em que ocorreu a ultima avaliacdo dos ensaios antes da colheita), a temperatura
média do ar foi de 17,22 °C e a humidade relativa média do ar foi de 84,22 % e durante a realizagao
da segunda sementeira que decorreu de dia 29 de junho até 23 de julho de 2021 (dia em que
ocorreu a Ultima avaliagdo dos ensaios antes da colheita), a temperatura média do ar foi de 19,39

°C. Nado existe registo do valor da humidade relativa do ar durante a segunda sementeira.

3.2.3. DELINEAMENTO DOS ENSAIOS DE CAMPO

Para uma melhor compreensao das etapas realizadas esquematizou-se no Quadro 8 todos

0s processos realizados em cada ensaio.

Quadro 8 - Calendarizagdo dos ensaios realizados nos campos BR1 (12 Sementeira) e BR2 (22 Sementeira).

BR1 12 Ensaio - Semente vA nao 22 Ensaio - Semente vB nao
tratada vs. tratada tratada vs. tratada
Numero de camas 3 camas com semente nado tratada e 2 camas com semente tratada
Pré-sementeira - Aplicacdo da adubacgdo de fundo
Fertilizagao de fundo
Sementeira
Pés-sementeira Aplicacdo de Produtos Fitofarmacéuticos
Fertilizagdao de cobertura 22 Semana - Adubacdo de Cobertura

32 Semana - Adubacgdo de Cobertura

Foram realizadas duas sementeiras em datas e campos diferentes sendo que, em cada
sementeira foram realizados dois ensaios. Em todos os ensaios, a adubagao de fundo foi realizada
de acordo com os planos pré-definidos pela empresa, aplicada sempre que ocorre a preparagao do
solo para uma nova sementeira. Desta forma realizaram-se duas sementeiras em meses distintos,
inicio de junho (12 Sementeira) e finais de junho/inicio de julho (22 Sementeira), de modo a
perceber se haveria diferengas nas perdas por damping-off causadas por fungos de solo, uma vez
que os dados meteoroldgicos foram diferentes e estes sdo fatores fundamentais para o
aparecimento dos fungos de solo.

Todos os herbicidas, fungicidas e inseticidas autorizados e aplicados nas sementeiras da
cultura de espinafre, foram os mesmos que se utilizaram nestes ensaios. Estes foram aplicados
sempre que necessario, tendo em conta fatores abidticos e bidticos. Os adubos de cobertura foram
fornecidos a planta de acordo com as suas necessidades nutritivas.

No primeiro ensaio foi semeado espinafre baby leaf vA. A cada ensaio correspondiam 5

camas com a mesma variedade semeada, com duas modalidades, “Ensaio 1-vA NT” que é referente
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a utilizacdo de semente de variedade A ndo tratada em que se avaliaram trés camas* e a
modalidade “Ensaio 1-vA T” que é referente a utilizacdo de semente de variedade A tratada com a
substancia ativa metalaxyl-M em que se avaliaram duas camas. No segundo ensaio foi semeado
espinafre baby leaf vB e foi repetido o delineamento apresentado para o primeiro ensaio, com a
modalidade “Ensaio 2-vB NT” que é referente a utilizacdo de semente de variedade B ndo tratada
e “Ensaio 2-vB T” que é referente a utilizacdo de semente de variedade B tratada com a substancia
ativa metalaxyl-M.

As observacgGes dos ensaios de campo foram feitas com a periodicidade de dois dias, com
condi¢Bes climatéricas distintas. Estas foram realizadas tendo em conta o nimero de plantulas
germinadas e emergidas antes do aparecimento das primeiras duas folhas. A designa¢do de 12
Sementeira ou 22 Sementeira é referente a sementeira de junho e a sementeira de finais de
junho/inicios de julho, respetivamente. A realizagdo destes ensaios carecia de experiéncia anterior,
pelo que se realizaram constantes adapta¢des que visavam uma melhor eficacia nas observagoes.

Na primeira sementeira, que engloba os ensaios 1 e 2, em cada ensaio foram observadas
as perdas por m? em trés talhdes® distintos (A, B e C) previamente marcados no campo. Nos ensaios
realizados constatou-se que o nimero médio de plantulas ou plantas emergidas num m? sé foi
inferior na variedade B tratada. Na segunda sementeira, que engloba os ensaios 1 e 2, em cada
ensaio foram observadas as perdas por m? em cinco talhdes distintos (A, B, C, D e E) previamente
marcados no campo. No final, foi feita a média de perdas totais para ambas as sementeiras
(Apéndices T eY).

Estas observagdes permitiram avaliar as perdas nas diversas fases de desenvolvimento das

plantas e as perdas totais até a fase em que a planta exibiu as 6-8 folhas verdadeiras.

3.3. COLHEITA E ANALISE DE AMOSTRAS DE SOLO PARA A DETECAO DE FUNGOS DE SOLO

Foram realizadas anadlises ao tipo de solo presente no campo BR1 e BR2 (campos onde se
realizaram os ensaios de campo) de forma a detetar a existéncia de fungos fitopatogénicos, através
de técnicas moleculares sendo que, a analise molecular utilizada foi feita através de uma sonda
especifica gqPCR realizada a partir da extragcdo de acidos nucleicos de 250 mg de amostra
homogeneizada. Esta andlise foi realizada por um laboratdrio que presta servicos a empresa,
portanto, a forma como a amostra foi analisada e os resultados apresentados, sdo estabelecidos

pelo préprio laboratério.

4 A palavra “camas” é a designacdo dada a cada camalh3o de 1 m por 1 m sobre o qual realizam a sementeira.
5> Talh3o — Designagdo dada ao espaco onde foram analisadas as perdas de plantas, com uma &drea de 25 cm
por 25 cm que, posteriormente, foi extrapolado para m?.
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Deste modo, foram analisadas as espécies de fungos fitopatogénicos mais predominantes
nos campos da Quinta sendo esta selegao feita com base no historial da cultura. Foram realizadas
duas analises, uma antes da realizagdo da adubacgdo de fundo e outra apds a colheita do espinafre.
Estas andlises foram repetidas uma vez que se realizaram duas sementeiras e a amostra foi retirada
em forma de “X” para se obter uma amostra mais heterogénea. As amostras referentes ao campo
BR1 foram analisadas nos dias 19/05/2021 e 25/06/2021 e as amostras referentes ao campo BR2
foram analisadas nos dias 23/06/2021 e 28/07/2021.

As andlises realizadas antes da realizagdo da adubac¢do de fundo foram designadas por
“Antes da adubacdo de fundo” e as analises realizadas apds a colheita do espinafre designadas por
“Apds a colheita”.

O resultado obtido indicara se a espécie de fungo esta presente ou ausente e quando a
espécie de fungo esta presente no solo, é indicada também a quantidade de concentragdo, em Ct,

da referida espécie.

3.4. AVALIAGAO VISUAL DE PLANTAS DOENTES E OBSERVACAO DE SINTOMAS DE DOENCA

A avaliagdo visual de plantas doentes e a observac¢do de sintomas de doenga é essencial de
forma a complementar o estudo. Desta forma, selecionaram-se em campo plantas ao acaso com
raiz, nas diversas fases de desenvolvimento da planta, desde a germinagao até a planta obter as 6
a 8 folhas verdadeiras e avaliou-se a existéncia de sintomatologia sugestiva de infe¢ao por fungos
de solo que é constituida por necroses e cloroses das zonas afetadas, de forma a determinar a

possivel espécie ou espécies que poderdo ter causado os sintomas observados.

3.5. DETERMINAGAO DA MATERIA FRESCA E DA MATERIA SECA

De acordo com o protocolo laboratorial PL9-MS definido pelo Laboratdrio de Nutricdo e
Metabolismo Animal da Universidade de Evora, para determinar a matéria fresca e a matéria seca
de uma amostra existem varios procedimentos a ter em consideragdo como é possivel consultar no
Apéndice A.

Realizaram-se duas sementeiras em campo e, por isso, os parametros medidos apds a
primeira e a segunda colheita de espinafre foram os mesmos. Apds a segunda colheita as amostras
foram congeladas antes de se proceder a determinagdo da matéria fresca e seca, para que o
producto n3o ficasse danificado.

Foram realizadas as colheitas de espinafre de cada ensaio e foram pesadas as quantidades
de matéria fresca totais. Dessas colheitas foi contabilizado o nimero de folhas por cada 100 g de

peso fresco. Apds este processo foi novamente feita a pesagem da matéria fresca total
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correspondente a cada ensaio e foi feita a pré-secagem do produto em estufa a 60 °C,
homogeneizando a amostra. Posteriormente, as amostras foram retiradas da estufa para
estabilizarem o seu peso. Por ultimo, procedeu-se a pesagem final da matéria seca e, de seguida,
moeu-se o produto. Apds o produto estar moido, procedeu-se a primeira pesagem de matéria seca®

e colocou-se na estufa a 105 °C para, posteriormente, se proceder a segunda pesagem.

3.6. COLHEITA E ANALISE DE AMOSTRAS DE FOLHAS PARA AVALIAGCAO DO ESTADO NUTRICIONAL

Foram realizadas analises as folhas de espinafre colhidas na segunda sementeira (ensaios
do campo BR2), de modo a avaliar os niveis dos macro’ e micronutrientes® presentes.

Como macronutrientes destacam-se o Azoto (N), o Fésforo (P), o Potassio (K), o Magnésio
(Mg), o Célcio (Ca) e o Enxofre (S) e como micronutrientes destacam-se o Boro (B), o Cobre (Cu), o
Ferro (Fe), o Manganés (Mn) e o Zinco (Zn) sendo que estes nutrientes foram analisados de acordo
com os métodos e técnicas estabelecidas pelo laboratdrio. O laboratdrio referido tem em conta
causas associadas a forma de fertilizar, ao solo e/ou ao clima como causas associadas a caréncia de
nutrientes.

O laboratdrio tem uma escala pré-definida que indica se o valor do nutriente é “Baixo”,
“Adequado” ou “Alto” e um quadro com um intervalo de valores considerado “Adequado” (Quadro

10).

Quadro 9 - Intervalo de valores considerado “Adequado” de acordo com o nutriente analisado (Fonte:
Adaptado de um documento fornecido pelo laboratério, 2022).

Valores de referéncia
Nutriente Intervalo "Adequado"
Azoto (N) 4,00 - 6,00
Foésforo (P) 0,30-0,60
Potassio (K) 5,00 - 8,00
Magnésio (Mg) 0,60 - 1,00
Calcio (Ca) 0,70-1,20
Boro (B) 25-60
Cobre (Cu) 5-25
Ferro (Fe) 60 - 200
Manganés (Mn) 30- 250
Zinco (Zn) 25-100

6 A determinac3o da matéria seca residual é feita em duplicado.
7 A quantidade de macronutrientes foi analisada em percentagem (%).
& A quantidade de micronutrientes foi analisada em mg/kg.
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3.7. PRODUTIVIDADE NOS ENSAIOS

A colheita do espinafre foi realizada cerca de 22 dias apds a sementeira e obtiveram-se
pardmetros como a quantidade por kg, o nimero de caixas utilizadas e a produtividade (kg/m?),
para cada ensaio. Entende-se como caixa, uma embalagem com capacidade de 5 kg. Na segunda

colheita, ndo foi possivel obter valores para cada ensaio.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. TESTES DE GERMINAGCAO DE SEMENTE

O numero total de sementes germinadas foi de 305 sementes vA nao tratada, 148 sementes
VA tratada, 306 sementes vB ndo tratada e 289 sementes vB tratada. Os valores que permitiram
calcular a percentagem de germinagdo/faculdade germinativa (%) foram registados nos Apéndices
D, E, F e G. Conforme as equagdes apresentadas no capitulo 3.1.1., foi possivel obter o valor da
energia germinativa (%), pureza (% e peso) e valor cultural (%). No entanto, o valor de pureza (% de
peso) considerado foi de 100,00 que corresponde ao nimero de sementes puras, informagao
confirmada em campo uma vez que as sementes eram todas da mesma variedade. Deste modo,

obtiveram-se os resultados do Quadro 10.

Quadro 10 - Parametros avaliados nos ensaios de germinac¢do da semente de variedade A e variedade B.

Testes de germinagdo a semente de variedade Ae B

Parametros avaliados

Semente VA ndo tratada

Semente VA tratada

Semente vB ndo tratada

Semente vB tratada

Percentagem de germinacido/Faculdade

germinativa (%)

76

37

77

72

Energia germinativa (%)

10

26

8

7

Pureza (% de peso)

100

100

100

100

Valor cultural (%)

76

37

77

72

Tendo sido realizadas repeti¢des dentro da mesma variedade e da mesma modalidade

observou-se a percentagem de germinac¢ao (%) ao longo do tempo (dias), como se pode observar

na Figura 27 (A, B, Ce D).
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Figura 27 - Percentagem de sementes VA n3o tratada (A), vA tratada (B), vB ndo tratada (C), vB tratada (D),
germinadas ao longo do tempo.

Como foram realizadas quatro repeti¢des para cada variedade e modalidade, observou-se
a percentagem de germinacao (%) ao longo do tempo (dias) o que permitiu tirar diversas
conclusdes. Relativamente a Figura 27 (A), referente a percentagem de sementes vA ndo tratada
germinadas ao longo do tempo, concluiu-se que houve um aumento na percentagem de sementes
germinadas nas quatro repeticdes. A segunda repeticdo-R2, foi onde ocorreu uma maior
germinagao, de 92 %. No caso da percentagem de sementes VA tratada (Figura 27 (B)), observa-se
que houve aumentos e diminuicdes na percentagem de sementes germinadas. A segunda
repeticdao-R2, foi onde ocorreu uma maior germinagdo, sé de 47 %. No caso da percentagem de
sementes vB ndo tratada (Figura 27 (C)), concluiu-se que ao longo do tempo houve um aumento na
percentagem de sementes germinadas nas quatro repeticdes. A segunda repeti¢cdo-R2, foi onde
ocorreu uma maior germinac¢do, de 93 %. Por ultimo, no caso da percentagem de sementes vB
tratada (Figura 27 (D)), concluiu-se que houve um aumento na percentagem de sementes
germinadas. A terceira repeti¢do-R3, foi onde ocorreu uma maior germinacgao, de 95 %.

Ao comparar a germinagdo de sementes da variedade A ndo tratada com a da variedade A
tratada, (Quadro 10) observa-se que a percentagem de germinagdo média é 2,05 vezes maior na
variedade A ndo tratada; ao comparar a germinagao da variedade B ndo tratada com a variedade B
tratada, observa-se que a percentagem de germina¢do média é 1,07 vezes maior na variedade B
nao tratada, logo muito semelhantes. Por outro lado, ao comparar a germinag¢do das variedades
como a germinagdo da variedade A ndo tratada com a variedade B ndo tratada, observa-se que a
percentagem de germinagdo média é 1,01 vezes maior na variedade B ndo tratada; ao comparar a
germinagao da variedade A tratada com a variedade B tratada, observa-se que a germinagdao média
é 1,95 vezes maior na variedade B tratada. E importante salientar que esta Ultima comparag¢do n3o

foi confirmada em campo, uma vez que a germinagdo em campo foi maior na variedade A tratada
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do que na variedade B tratada, o que permite concluir que outros fatores poderdo ser a causa da
ma germinacao verificada em campo.

No caso da variedade A, a energia germinativa da semente nao tratada é maior porque,
como refere Nalin (2010) a percentagem de germinagao a primeira contagem foi maior. Nalin
(2010), também refere que uma semente com boa energia de germinagao possui uma boa forga de
sustentac¢do. Por outro lado, a semente VA ndo tratada tem uma boa velocidade de germinacao.
Desta forma, a semente podera germinar homogeneamente em campo, o que implicard uma
melhor emergéncia das plantulas no solo, facto comprovado com as observa¢ées em campo. No
caso da variedade B, a energia germinativa da variedade B tratada é maior, no entanto, em campo
nao se verifica uma germinagao homogénea.

A semente de variedade B nao tratada, teve um valor cultural mais elevado logo, como
refere Nalin (2010) é uma semente de boa qualidade. No entanto, a diferenca entre a variedade A
nao tratada e a variedade B n3o tratada é de 1 % o que permite concluir que, tendo em conta todos
os parametros avaliados, a variedade A ndo tratada também é uma semente de boa qualidade e

ambas poderdo ter uma boa performance em campo, o que foi confirmado nos ensaios no campo.
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4.2. ENSAIOS DE CAMPO

Ao longo das observagGes em campo foi registado, em papel (Apéndices H, I, J, K, L, M, N e
0O) e fotograficamente, como se pode observar na Figura 28 (A, B, C e D), a evolugdo do

desenvolvimento do espinafre “baby leaf”, até adquirir as 6 folhas verdadeiras.

Figura 28 - Germinagdo e emergéncia das plantulas (A), aparecimento das primeiras 2 folhas verdadeiras (B),
aparecimento das 4 folhas verdadeiras (C) e aparecimento das 6 folhas verdadeiras (D). Na Figura a régua de
20 cm serviu como escala.
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Em termos de germina¢do, ambas as variedades ndo tratadas, tiveram uma boa
germinagao, assim como a variedade A tratada, o que permitiu um desenvolvimento homogéneo
do espinafre em campo, a exce¢do foi a variedade vB tratada na qual se verificou uma ma
germinagao, em ambas as sementeiras, o que foi confirmado no campo pela sua performance na
fase de germinacgdo. Magnéé (2022) relata que a md emergéncia de algumas variedades podera ser
resultado de fatores abidticos como: niveis elevados de humidade do solo e temperaturas altas
(>15 °C), interferindo com a disponibilidade de oxigénio para o embrido da semente; a
compactagao do solo também pode influenciar a emergéncia das plantas. O vigor das sementes
também pode ter sido um dos fatores que influenciou a tolerancia a infe¢do da planta por agentes
patogénicos na fase de pré-emergéncia.

Comparativamente a semente de variedade B, a semente de variedade A foi a que teve
melhor germinacgdo, sem ter havido diferengas entre modalidades e entre sementeiras.

Na segunda sementeira verificou-se que a germinagao da semente vB tratada foi melhor,
no entanto, a semente vB nao tratada continuou a ter uma melhor performance, em termos de
germinagao, excluindo a hipdtese de o tratamento da semente com metalaxyl-M ser uma das
causas que afetou o desenvolvimento final da semente vB tratada. Resultados relatados por Zagade
et al., (2012) mostram que a utilizacdo de metalaxyl tem efeito na melhoria da germinacdo da
semente, o que ndo é coincidente com o observado em campo e por isso, o metalaxyl-M podera
ndo ser o causador da ma germinagdo em campo. No entanto, a ma germinagdo em campo nao
afetou o posterior desenvolvimento da planta, em ambas as sementeiras.

Relativamente as perdas de plantulas e plantas por damping-off sugestivas de serem
causadas por fungos fitopatogénicos habitantes do solo, foi possivel, observar a evolugdo dessas
perdas (Apéndices P, Q, R, S, U, V, W e X), através da recolha e contagem do niumero de plantas
sintomaticas, durante a primeira (Figura 29 (A, B, C e D)) e segunda sementeira (Figura 30 (A, B, C

e D)).
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Figura 29 - Numero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (12 Sementeira —
Ensaio 1-vA NT (A), Ensaio 1-vA T (B), Ensaio 2-vB NT (C) e Ensaio 2-vB T (D)).
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Figura 30 - Nimero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (22 Sementeira —
Ensaio 1-vA NT (A), Ensaio 1-vA T (B), Ensaio 2-vB NT (C) e Ensaio 2-vB T (D)).

Na primeira sementeira, observou-se a evolu¢do dessas perdas em trés talhdes (Figuras 29
(A, B, C e D)) e na segunda sementeira em cinco talhdes (Figura 30 (A, B, C e D)). Numa primeira
sementeira, com as observagdes em campo ao Ensaio 1-vA NT, Ensaio 1-vA T e Ensaio 2-vB NT e, de
acordo com a Figura 29 (A, B e C), respetivamente, observou-se que nas fases iniciais do
desenvolvimento da cultura existiu maior quantidade de plantas perdidas sendo que, o maximo
ocorreu ao 42 dia com a emergéncia total das plantas em campo. A excegdo foi o talhdo A do Ensaio
1-vA NT em que o nimero de plantas perdidas foi igual, no 22 e no 42 dia de observagdo. No
entanto, no ensaio 2-vB T (Figura 29 (D)) observou-se que no talhdo A, existe um pico maximo ao
42 dia, no talhdo B, ao 22 dia e no talhdo C, o nimero de plantas perdidas foi igual, no 22 e no 42
dia de observacao.

Numa segunda sementeira, com as observagdes em campo ao Ensaio 1-vA NT e, de acordo
com a Figura 30 (A), observou-se que nas fases iniciais do desenvolvimento da cultura, nos talhdes

B, C e E, existiu maior quantidade de plantas perdidas sendo que, o maximo ocorreu ao 42 dia com
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a emergéncia total das plantas em campo. No entanto, nos talhdes A e D o maximo ocorreu ao 62
dia de observacao.

Com as observa¢Ges em campo ao Ensaio 1-vA T e, de acordo com a Figura 30 (B), observou-
se que o maior numero de perdas também nao foi registado nas fases iniciais de desenvolvimento
da cultura. No talhdo A, o pico mdximo onde existiu uma maior quantidade de plantas perdidas foi
ao 62 dia. Nos talhdes B e D, foi ao 102 dia. No entanto, no talhdo C, o nimero de plantas perdidas
foi igual, no 42 dia, no 62 dia e no 102 dia de observagao. Por ultimo, no talhdo E, o nimero de
plantas perdidas foi igual, ao 62 e ao 102 dia de observacao.

Com as observagdes em campo ao Ensaio 2-vB NT e, de acordo a Figura 30 (C), observou-
se que nas fases iniciais do desenvolvimento da cultura, nos talhdes A, D e E, existiu maior
quantidade de plantas perdidas sendo que, o maximo ocorreu ao 42 dia com a emergéncia total
das plantas em campo. No talhdo B, o maximo ocorreu ao 62 dia e no talhdo C ocorreu ao 82 dia de
observacao.

Com as observagdes em campo ao Ensaio 2-vB T e, de acordo a Figura 30 (D), observou-se
que nas fases iniciais do desenvolvimento da cultura, nos talhdes A, B, C e E, existiu maior
quantidade de plantas perdidas sendo que, o maximo ocorreu ao 42 dia com a emergéncia total
das plantas em campo. No talhdo D, o nimero de plantas perdidas foi igual, ao 62 e ao 162 dia de
observacao.

Apds a observagdo minuciosa da evolugdo de perdas ao longo do ciclo cultural do espinafre,
nos diversos ensaios de campo, analisou-se a média de plantas perdidas, em %, no final do ciclo
cultural, apds a primeira (Figura 31 (A)) e segunda sementeira (Figura 31 (B)), como se pode
observar na Figura 31 obtida através dos dados evidenciados nos Apéndices T e Y, respetivamente.
Na segunda sementeira, a observagdo em campo foi mais minuciosa e mais precisa uma vez que,

foi analisado um maior nimero de talhdes a fim de obter maior acuidade nas conclusées.
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Figura 31 - Média de plantas perdidas por damping-off, num m? (%) no final do ciclo cultural do espinafre na
12 Sementeira (A) e na 22 Sementeira (B).
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Apds a primeira sementeira (Figura 31 (A)), o ensaio com menos perdas por damping-off
foi o Ensaio 1-vA T com uma média de 21,28 % de perdas totais e o ensaio com mais perdas foi o
Ensaio 2-vB T com uma média de 75,00 % de perdas totais. Apds a segunda sementeira (Figura 31
(B)), o ensaio com menos perdas por damping-off foi o Ensaio 1-vA T com uma média de 13,10 %
de perdas totais e o ensaio com mais perdas foi o Ensaio 2-vB T com uma média de 42,98 % de
perdas totais.

Por um lado, comparando o Ensaio 1-vA NT e o Ensaio 1-vA T, a média de perdas totais por
m? na semente vA n3o tratada foi superior 8 média de perdas totais por m? na semente VA tratada,
29,08 % e 21,28 %, respetivamente. O contrario ndo acontece comparando o Ensaio 2-vB NT e o
Ensaio 2-vB T, em que se observou que a média de perdas totais por m? na semente vB nio tratada
foi inferior & média de perdas totais por m? na semente vB tratada, 26,95 % e 75,00 %,
respetivamente, o que se deve ao facto de a média total de plantas emergidas num m? no Ensaio
2-vB T ter sido inferior a do Ensaio 2-vB NT, proporcionando uma maior perda de plantas.

Por outro lado, comparando o Ensaio 1-vA NT e o Ensaio 1-vA T, a média de perdas totais
por m? na semente VA n3o tratada foi superior & média de perdas totais por m? na semente vA
tratada, 16,65 % e 13,10 %, respetivamente. O contrdrio ndo acontece comparando o Ensaio 2-vB
NT e o Ensaio 2-vB T, em que se observou que a média de perdas totais por m? na semente vB n3o
tratada foi inferior & média de perdas totais por m? na semente vB tratada, 22,75 % e 42,98 %,
respetivamente.

Os resultados atuais acerca da menor perda de plantas na modalidade de semente tratada
sdo semelhantes aos de Zagade et al., (2012) que relatam que a utilizacdo de metalaxyl tem um
efeito sinergético para reduzir a podridao da semente, reduzindo significativamente a mortalidade
da planta, causada, neste caso, por Pythium. Outro estudo realizado por Hwang et al., (2001), é
coincidente com os resultados relatados por Zagade et al., (2012) em plantas de ervilha, reduzindo
o impacto de Pythium na podridao de sementes e damping-off de plantulas.

Comparando todos os ensaios e modalidades, a discrepancia de perdas totais (%) relativa a
semente vB ndo tratada e a semente vB tratada na segunda sementeira, podera ser justificada pelo
facto de a média total de plantas emergidas num m? ter sido inferior as que germinaram nos
ensaios em foi utilizada semente vA ndo tratada e tratada. No caso da primeira sementeira, isto sé
se aplicada a semente vB tratada uma vez que foi a Unica em que a média total de plantas emergidas

num m? foi inferior.
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4.3. COLHEITA E ANALISE DE AMOSTRAS DE SOLO PARA A DETECAO DE FUNGOS DE SOLO

Através do laboratdrio foram analisadas as seguintes espécies de fungo e, de acordo, com
a detecdo feita foram indicadas as quantidades em Ct, da espécie correspondente (Quadro 11).
Tendo em conta uma escala pré-definida pelo laboratério assim se pode analisar a pressdo da
espécie no solo analisado, quanto menor o valor de Ct, maior a concentragao da espécie no solo.As
anadlises realizadas antes da realizagdao da adubac¢do de fundo foram designadas por “Antes da
adubacdo de fundo” e as andlises realizadas apds a colheita do espinafre designadas por “Apds a
colheita”, como esta evidenciado no Quadro 11. No Quadro 11, a designagao “NA” significa que a

| ll_ll

espécie de fungo ndo foi analisada e o sina significa que ndo existe quantidade, em Ct, uma vez

que a espécie ndo foi detetada.

Quadro 11 - Detecao de fungos fitopatogénicos mediante analise molecular gPCR.

Campo BR1 Campo BR2
Espécies de fungos analisados Antes ::n::u(l:); dode Resultado Apés a colheita (Ct) Resultado Antes f:n::u(:; dode Resultado Ap6s a colheita (Ct) Resultado

Alternaria spp. 27,87 Presente NA NA NA NA NA NA
Botrytis cinerea 32,08 Presente NA NA NA NA NA NA
Bremia lactucae - Ausente NA NA NA NA NA NA
Cladosporium variabile - Ausente NA NA NA NA NA NA
Colletotrichum spp. (1) - Ausente NA NA NA NA NA NA

C. ium f. spinacic - Ausente NA NA NA NA NA NA
Erysiphe spp. - Ausente NA NA NA NA NA NA
Fusarium spp. 19,48 Presente 20,75 Presente 20,72 Presente 21,72 Presente
Fusarium equiseti NA NA 25,34 Presente 26,17 Presente 26,07 Presente
Fusarium oxysporum 20,71 Presente 22,99 Presente 24,94 Presente 25,45 Presente
Fusarium oxysporum f. sp. cepae NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
Fusarium oxysporum f. sp. melonis NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
F”sa"'""f oxysporum f. sp. radicis- NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
cucumerinum

;&:so:r::g;xyspnrum f. sp. radicis- NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 27,35 Presente 31,56 Presente - Ausente - Ausente
Fusarium oxysporum sp. cucumerinum NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
Fusarium solani 22,24 Presente 22,54 Presente 24,77 Presente 23,58 Presente
Fusarium proliferatum NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
Fusarium verticillioides NA NA - Ausente - Ausente - Ausente
Olpidium brassicae 32,71 Presente NA NA NA NA NA NA
Phytophthora spp. - Ausente - Ausente - Ausente - Ausente
Pyrenochaeta lycopersici (Raga 1) 30,75 Presente NA NA NA NA NA NA
Pyrenochaeta lycopersici (Raga 2) - Ausente NA NA NA NA NA NA
Pythium spp. (1) NA NA 27,80 Presente 29,97 Presente 29,37 Presente
Pythium spp. (1) NA NA 27,69 Presente 29,56 Presente 34,54 Presente
Pythium aphanidermatum - Ausente - Ausente - Ausente - Ausente
Pythium irregulare - Ausente 33,64 Presente 34,61 Presente - Ausente
Pythium tr iphil - Ausente 29,78 Presente - Ausente 33,23 Presente
Pythium ultimum 2445 Presente 23,92 Presente 26,31 Presente 25,83 Presente
Rhizoctonia solani 32,40 Presente 30,51 Presente - Ausente - Ausente
Sclerotinia minor - Ausente NA NA NA NA NA NA
Sclerotinia rolfsii - Ausente NA NA NA NA NA NA
Septoria lactucae - Ausente NA NA NA NA NA NA
Stemphylium spp. - Ausente NA NA NA NA NA NA
Verticillium albo-atrum - Ausente NA NA NA NA NA NA
Verticillium dahliae - Ausente NA NA NA NA NA NA

Uma vez, mencionado na revisdo da literatura, os fungos fitopatogénicos mais importantes
e mais relevantes para o estudo em causa pertencem aos géneros Alternaria, Fusarium,

Phytophthora, Phytium, Rhizoctonia, Sclerotinia e Verticillium.
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Com a andlise realizada, Quadro 11, podemos afirmar quais as espécies de fungos
fitopatogénicos de solo detetados nos campos BR1 e BR2, antes da adubacdo de fundo e apds a
colheita.

Na amostra retirada do campo BR1, antes da adubagdo de fundo, foram detetadas elevadas
concentragdes de fungos das espécies Fusarium spp., Fusarium oxysporum, Fusarium solani e
Phytium ultimum. Em concentra¢des médias, foram detetados fungos da espécie Alternaria spp. e
da espécie Fusarium oxysporum f. sp. lactucae. Por ultimo, numa concentragdo mais baixa foi
detetada a espécie de fungo Rhizoctonia solani. Apds a colheita, foram detetadas elevadas
concentragdes de fungos das espécies Fusarium spp., Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Pythium spp. grupo (l), Pythium spp. grupo (ll) e Pythium ultimum. Numa
concentracdao média, foi detetada a espécie de fungo Phytium tracheiphilum. Por ultimo, em
concentragdes mais baixas foram detetados fungos das espécies Fusarium oxysporum f. sp.
lactucae, Pyhtium irregulare e Rhizoctonia solani.

Na amostra retirada do campo BR2, antes da adubagado de fundo, foram detetadas elevadas
concentragdes de fungos das espécies Fusarium spp., Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani e Pythium ultimum. Em concentra¢Bes médias, foram detetados fungos das
espécies Pythium spp. grupo (I) e Pythium spp. grupo (Il). Por Gltimo, numa concentragao mais baixa
foi detetada a espécie de fungo Pyhtium irregulare. Apds a colheita, foram detetadas elevadas
concentragdes de fungos das espécies Fusarium spp., Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani e Phytium ultimum. Numa concentragdo média, foi detetada a espécie de fungo
Pythium spp. grupo (l). Por udltimo, em concentra¢gdes mais baixas foram detetados fungos das
espécies Pythium spp. grupo (Il) e Phytium tracheiphilum.

Resumindo e, comparando ambos os campos, observa-se que, antes da adubac¢do de fundo,
a Alternaria spp., esta presente no campo BR1, numa concentragdo média. No entanto, no campo
BR2 ndo foi realizada nenhuma andlise para a sua detecdo e, portanto, ndo é possivel fazer uma
comparacao. Os géneros Sclerotinia e Verticillium ndo estdo presentes no solo do campo BR1 antes
da adubacdo de fundo, no entanto, apds a colheita ndo foram analisados e, por isso, ndo é possivel
nenhuma comparagao. Estes, antes da adubacdo de fundo e apds a colheita do campo BR2, ndo
foram analisados e, deste modo, ndo é possivel obter nenhuma conclusao.

Fungos do género Fusarium foram detetados nos solos dos campos BR1 e BR2. O Fusarium
spp. estd presente em ambos os solos, em elevadas concentragdes, antes da adubacgdo de fundo e
apos a colheita. Deste modo, conclui-se que o Fusarium spp. é predominante nos solos analisados
tendo ocorrido um aumento da quantidade de indculo apds a colheita. A espécie Fusarium equiseti
nao foi analisada no campo BR1, antes da adubac¢do de fundo, no entanto, apds a colheita, foi

detetado em elevadas concentragées. No campo BR2, antes da adubacdo de fundo e apds a
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colheita, este foi detetado em elevadas concentragdes. No campo BR2, apds a colheita ocorreu uma
ligeira diminui¢cdo da quantidade de indculo do fungo. A espécie Fusarium oxysporum foi detetada
em ambos os campos, antes da adubagdo de fundo e apds a colheita, em elevadas concentragdes
sendo que, a quantidade de inéculo aumentou apds a colheita, podendo-se concluir que esta
espécie é predominante nos solos analisados. A espécie Fusarium oxysporum f. sp. lactucae foi
detetada em concentragdes médias, antes da adubagdo de fundo e em concentragdes mais baixas,
apo6s a colheita no campo BR1 tendo ocorrido um aumento da quantidade de indculo apds a
colheita. No campo BR2, este fungo nado foi detetado. A espécie Fusarium solani esta presente em
elevadas concentragdes, antes da adubac¢do de fundo e apds a colheita em ambos os campos tendo
ocorrido um aumento da quantidade de inéculo apés a colheita, podendo-se concluir que esta
espécie é predominante nos solos analisados. As restantes espécies de fungos do género Fusarium
gue se encontram referidas no Quadro 11, ndo foram analisadas nas amostras “antes da adubacdo
de fundo” no campo BR1 enquanto que, nas amostras “antes da aduba¢do de fundo” no campo
BR2 e “apds a colheita” de ambos os campos, ndo foram detetadas. O efeito da temperatura na
expressao dos sintomas causados por Fusarium foram demonstrados no estudo realizado por Brian
(2016). Existem variedades comerciais de espinafre que tém alguma resisténcia a murchidao
causada pelo agente fitopatogénico Fusarium, no entanto, esta resisténcia sé suprime sob
temperaturas mais baixas, em temperaturas elevadas, como é o caso deste estudo, ndo é tao
resistente o que se torna uma limitacdo a producdo de espinafre durante as estagdes com
temperaturas elevadas. Para além disto, estudos demonstram também que o tratamento de
sementes tem pouco efeito na murchiddao causada por Fusarium, e, desta forma, na producdo
convencional, as sementes de espinafre devem ser tratadas para suprimir os agentes
fitopatogénicos responsaveis pelo damping-off tal como demonstrado também em trabalhos
realizados por Brian (2016).

A Phytophthora spp., ndo foi detetada em nenhuma das amostras de solo analisadas, antes
da adubacdo de fundo e apds a colheita, no entanto, este Oomiceta, tem sido também relacionado
com perdas de produgdo por damping-off em pds-emergéncia de espinafre como demonstrado por
Magnée (2022).

O Pythium spp. referente ao grupo (l) e (II) ndo foi analisado antes da adubagdo de fundo
no campo BR1, no entanto, foi analisado antes da adubacdo de fundo no campo BR2 e detetado
em concentragdes médias. Apds a colheita, no campo BR1, este género foi detetado em elevadas
concentragdes. No campo BR2, o Pythium spp. referente ao grupo (I) foi detetado em
concentragbes médias e o Pythium spp. referente ao grupo (ll) foi detetado em baixas
concentragdes. Deste modo, no campo BR2, ocorreu uma ligeira diminuicdo da quantidade de

inéculo do fungo referente ao grupo (I) e um aumento da quantidade de indculo do fungo referente
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ao grupo (Il). Estudos relatam que a utilizagdao de sementes tratadas com metalaxyl pode reduzir o
impacto de Pythium, o que podera justificar a diminui¢cdo da quantidade de inéculo do fungo apds
a colheita no campo BR2 (Hwang et al., 2001; Zagade et al., 2012).

A espécie Pythium aphanidermatum nao foi detetada antes da adubacgao de fundo e apés
a colheita, em ambos os campos. Tekale et al., (2019), relata que fungicidas como o metalaxyl inibe
(100 %) o crescimento de Pythium aphanidermatum, uma das espécies de Pythium responsaveis
pelo damping-off em espinafre, o que podera ser a razao pela qual esta espécie estd ausente em
ambos os solos.

A espécie Pythium irregulare nao foi detetada antes da adubac¢do de fundo no campo BR1
e apos a colheita no campo BR2. No entanto, foi detetada em concentragées mais baixas apds a
colheita no campo BR1 e antes da adubag¢do de fundo do campo BR2. Estudos demonstrados por
Tesoriero & Lucas (2017) afirmam que Pythium irregulare, para além de ter sido detetado no solo
também causou sintomas de podridao radicular no espinafre e, desta forma, esta espécie podera
ter causado alguns dos sintomas observados neste estudo.

A espécie Pythium tracheiphilum nao foi detetada antes da colheita de ambos os campos.
Apds a colheita, foi detetada em médias concentragdes no campo BR1 e em baixas concentragdes
no campo BR2. Kumar et al., (2007) detetaram a espécie Pythium tracheiphilum associada ao mildio,
a murchiddo vascular e a podriddo do caule de alface (Lactuca sativa), no entanto, os meus
resultados apontam para que esta espécie possa também estar presente ao nivel das raizes do
espinafre. Seria importante no futuro realizar andlises as raizes para poder perceber se realmente
esta espécie esta a infetar as raizes do espinafre.

A espécie Pythium ultimum foi detetada, em ambas as andlises e campos, em elevadas
concentragdes tendo ocorrido uma ligeira diminuicdo da quantidade de indculo apds a colheita,
podendo-se concluir que esta espécie é predominante nos solos analisados. Uma vez que esta
espécie é predominante no solo e é uma das espécies de Pythium que causa o damping-off no
espinafre, esta espécie podera ter causado o damping-off observado nas plantas em campo.
Estudos demonstrados por Cummings et al., (2009) afirmam que Pythium ultimum causa o
damping-off das plantulas, em pré e pds-emergéncia.

A espécie Rhizoctonia solani nao foi detetada em ambas as analises antes da adubacgdo de
fundo e apés a colheita no campo BR2. No entanto, no campo BR1, foi detetada em concentragdes
mais baixas, antes da adubacdo de fundo e apds a colheita sendo que, ocorreu uma diminui¢ao da
quantidade de indculo apés a colheita. Estudos demonstrados por Cummings et al., (2009) afirmam
que Rhizoctonia solani causou o damping-off e murchiddao das plantulas de espinafre. A baixa

emergéncia em campo no ensaio 2-vB T pode estar relacionado com a presenga de Rhizoctonia
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solani uma vez que esta pode infetar as sementes antes e durante a germinagao (Cummings et al.,
2009).

Concluindo, os fungos de solo predominantes em elevadas concentrag¢bes sdo o Fusarium
spp., nomeadamente as espécies Fusarium oxysporum e Fusarium solani sendo que, a espécie
Pythium ultimum também predomina nestes solos. Estes foram desenvolvidos nas raizes ou na
planta. E notdrio que apds a colheita, a quantidade de inéculo seja mais elevada que antes da
adubacdo de fundo o que sugere que ao longo do tempo, o Fusarium spp. hospedou-se e
multiplicou-se nas raizes ou na planta de espinafre e ao multiplicar-se foi detetado em maior
quantidade. Existem fungos de solo como a espécie Pythium ultimum que apesar de estarem em
elevadas quantidades no solo, antes da adubagdo de fundo, foram detetados em menor quantidade
apods a colheita e, portanto, houve uma diminuicdo de quantidade de indculo. O que leva a
considerar que, por um lado, o espinafre pode ndao ser hospedeiro desta espécie de fungo e,
portanto, o fungo ndo teve a oportunidade de se instalar e multiplicar-se na planta ou, por outro
lado, esta espécie de fungo podera ter estado em competi¢cdao com outros fungos antagonistas que,
por sua vez, podem ser inibidores de alguns fungos de solo uma vez que, estdo em condi¢Oes de
ambiente descontrolado e que tém um papel fundamental na protecao das plantas contra fungos

fitopatogénicos.
4.3.1. RELACAO DA PRESENCA DOS FUNGOS DE SOLO COM FATORES ABIOTICOS

A propagacdo dos fungos fitopatogénicos habitantes do solo é influenciada por diversos
fatores abidticos, como a temperatura do solo (°C), a temperatura do ar (°C), a humidade relativa
do ar (°C), entre outros. De acordo com a Figura 26 (A e B) apresentada no capitulo 3.2.2.2. e, de
acordo, com as condi¢Ges mais favoraveis ao aparecimento dos fungos fitopatogénicos mais
relevantes para a cultura do espinafre concluiu-se que quando a temperatura média é elevada, a
percentagem de perdas causadas por fungos de solo é maior. Agrios (2005) refere que
temperaturas acima de 18 °C favorecem a germinac¢do de odsporos, estrutura reprodutiva sexuada
e de resisténcia do fungo Pythium sp. Durante os dias em que ocorreram maiores perdas de plantas
por m?, a temperatura maxima foi superior a 25-27 °C, temperatura 6tima no desenvolvimento

rapido do fungo (Syngenta, 2023).
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4.4. AVALIAGAO VISUAL DE PLANTAS DOENTES E OBSERVAGAO DE SINTOMAS DE DOENCA

Selecionaram-se, ao longo do tempo, plantas ao acaso, com raiz, como se pode observar

nas Figuras 32, 33, 34, 35, 36 e 37, que apresentavam diferentes sintomatologias, quer em campo,

quer apos a colheita do produto final (Figuras 32, 33, 34, 35, 36 e 37).

Figura 33 - Plantas sintomaticas apds o aparecimento do primeiro par de folhas verdadeiras.

87



Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Figura 34 - Plantas sintomaticas (primeiro par de folhas - A e com cotilédones - B).

Apds as folhas terem adquirido o estado de “baby leaf” foram colhidas varias amostras de
plantas com a raiz para verificar a existéncia de sintomatologia sugestiva de infe¢do por fungos de

solo.

Figura 35 - Plantas com sintomas sugestivos de doenga nas folhas e raizes (A, B, C e D).

No entanto, relativamente a segunda sementeira, nos 4 ensaios diferentes foram colhidas
duas folhas por cada ensaio, como se pode observar nas Figuras 36 e 37 uma vez que ha diferentes

sintomatologias sugestivas de infecdo com diferentes agentes fitopatogénicos.
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Figura 36 - Plantas com sintomas sugestivos de doenca nas folhas e raizes do ensaio 1 variedade A ndo tratada
(A) e do ensaio 1 variedade A tratada (B).

Figura 37 - Plantas com sintomas sugestivos de doenca nas folhas e raizes do ensaio 2 variedade B n3o tratada
(A) e do ensaio 2 variedade B tratada (B).

Através da observagdo de sintomas de doenca nas plantas com raiz que foram colhidas nas
varias fases de desenvolvimento da planta, em ambos os ensaios, é possivel observar a mesma
sintomatologia, podriddo da raiz.

Esta podriddo pode ser confundida com podriddes das raizes e damping-off causadas por
outros fungos de solo com Fusarium e Rhizoctonia (Pegg & Manners, 2014) e como Pythium e
Phytophthora (Agrios, 2005; Pegg & Manners, 2014a). O escurecimento das pontas das raizes, sdo
alguns sintomas de que a planta foi atacada pelo fungo Fusarium e que este causou a murchiddo
vascular, tal como observado por Volesky (2022) em plantas de espinafre.

Nas Figuras 32, 33 e 34, observam-se sintomas de podriddo da raiz que originou o damping-
off pés-emergéncia quando a planta obteve o primeiro par de folhas verdadeiras. No caso da Figura
32, isto acontece imediatamente a seguir a emergéncia, antes da planta adquirir o primeiro par de

folhas verdadeiras. No caso da Figura 34 (A), observa-se que os cotilédones e o primeiro par de
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folhas verdadeiras ndo foram atacados o que se pode considerar que, por um lado, a planta estava
a conseguir resistir ao ataque e/ou, por outro lado, o estado de infe¢do ainda era muito precoce.

Nas Figuras 35, 36 e 37, em que a maior parte das plantas ja tinha adquirido as quatro folhas
verdadeiras, observa-se uma podridao da raiz principal que evidencia que o ataque do agente (s)
fitopatogénico (s) ndo foi tdao intenso comparativamente ao ataque observado nas Figuras 32,33 e
34,

Através da andlise realizada pelo laboratdrio, antes da adubac¢do de fundo e apds a colheita
do espinafre, em ambos os campos, observa-se, em elevadas concentragdes, a presenca do género
Fusarium spp., nomeadamente a espécie Fusarium oxysporum f. sp. lactucae que causa a
sintomatologia no espinafre (Waheed et al., 2021). Na espécie Fusarium oxysporum, a quantidade
de indculo aumentou apds a colheita. Na Figura 34 (B) observa-se uma descolora¢do do caule que
podera ser causada por este agente fitopatogénico. Desta forma, e analisando todos estes fatores,
pode-se considerar que os sintomas sugestivos observados nas plantas podem ter sido causados
pela espécie Fusarium oxysporum.

Por outro lado, a espécie Pythium ultimum também se observou em elevadas
concentragdes, no entanto, apds a colheita encontram-se varias espécies do género Pythium que
foram analisadas como Pythium spp. e que se encontram em elevada concentra¢do (campo BR1) e
em média e baixa concentragdo (campo BR2). Antes da adubac¢do de fundo (campo BR1), o Pythium
spp. ndo foi analisado, no entanto, no campo BR2, ja foi detetado em médias concentragdes. Desta
forma e, analisando todos estes fatores, pode-se considerar que as espécies do género Pythium
podem ter sido uma das causas dos sintomas que se observam nas raizes das plantas uma vez que
mesmo nao tendo sido analisado antes da adubacdo de fundo (campo BR1) foi observado apds a
colheita (campo BR1 e BR2), o que significa que estd presente no solo. A espécie Pythium ultimum
€ uma das espécies causadoras do damping-off no espinafre (Larsson, 1994) e uma vez presente no
solo, mesmo que o indculo tenha diminuido apds a colheita, pode-se considerar que os sintomas
sugestivos observados nas plantas (Figuras 32, 33 e 34 (A)) podem ter sido causados por Pythium,
mais propriamente pela espécie Pythium ultimum. Magnée (2022) relata que Pythium ultimum é
altamente patogénico no espinafre, induzindo o damping-off em pré e pds-emergéncia,
semelhante ao que foi observado através da avaliagdo visual de plantas doentes. A frequente
produgdo de culturas vulneraveis promove o desenvolvimento de Pythium ultimum nos solos, o
gue torna a sua elimina¢ao muito dificil (Magnée, 2022), o que podera ser a razao pela qual este
fungo estd sempre presente no solo. Panek et al., (2022), relata que de algumas espécies como
Pythium irregulare (Huzar-Novakowiski & Dorrance, 2018) e Pythium aphanidermatum (Titone M
Mocioni et al., 2009) sdo resistentes a substancia metalaxyl, razdo pela qual a espécie Pythium

irregulare esta presente no solo, apds a colheita (campo BR1) e antes da adubacgao de fundo (campo
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BR2). Len Tesoriero (2013), relata que o tratamento de sementes com metalaxyl-M foi eficaz no
controlo de espécies de Pythium.

O género Phytophthora spp., ndo foi detetado em nenhuma das amostras de solo
analisadas, quer antes da adubacao de fundo, quer apds a colheita, em ambos os campos. Desta
forma e, analisando todos estes fatores, este género ndo pode ser o causador dos sintomas
observados nas plantas.

O género Alternaria spp. também é um fungo que pode causar o damping-off das plantulas,
no entanto, no espinafre o principal sintoma denomina-se de Mancha Foliar ou Mancha de
Alternaria onde as folhas adquirem manchas clordticas ou necréticas. Através da andlise realizada
pelo laboratério detetou-se a presenga do género Alternaria spp., antes da adubagdo de fundo no
campo BR1, numa concentragdo média e no campo BR2, nao foi realizada nenhuma analise. O fungo
esta presente no solo antes da adubacgao de fundo (campo BR1), no entanto, ndo foi analisado apds
a colheita (campos BR1 e BR2) e antes da adubacgdo de fundo (campo BR2) e como ndo se detetou
nenhuma sintomatologia nas folhas, o Unico sintoma observado e que pode ser causado por este
agente fitopatogénico é o damping-off das plantulas. Desta forma e, analisando todos estes fatores,
nao se pode tirar conclusdes acerca da presenga ou auséncia deste fungo no solo e a consequente
sintomatologia na planta.

O género Verticillium spp. pode causar a descoloragdo vascular dos caules e ralzes. Na
Figura 34 (B), observa-se uma descoloracdo do caule que poderd ser causada por este agente
fitopatogénico, tal como foi observado em estudos realizados por Maruthachalam et al., (2013). O
género Sclerotinia spp., dependendo da espécie, é um fungo que pode atacar a raiz e o caule.
Através da analise realizada pelo laboratdrio, o género Sclerotinia spp. e o género Verticillium spp.
estavam ausentes no campo BR1, antes da adubac¢do de fundo, no entanto, apds a colheita no
campo BR1 e, antes da adubac¢do de fundo e apds a colheita no campo BR2, nao foram analisados.
Desta forma e, analisando todos estes fatores, nada se pode concluir acerca da presenga ou
auséncia destes dois géneros de fungos de solo e a consequente sintomatologia na planta.

No género Rhizoctonia spp., os sintomas mais comuns sdo o damping-off de plantulas,
podriddo da raiz, e a podriddo do caule. Lamichhane et al., (2018), refere que a Rhizoctonia spp.
causa damping-off no espinafre, sendo este o sintoma mais comum deles todos e que pode ocorrer
antes ou apds a emergéncia. Nas Figuras 32, 33 e 34, este género parece ser o causador dos
sintomas observados uma vez que, se observa um ataque intenso a raiz que tem uma coloragdo
preta. Através da anadlise realizada pelo laboratdrio, a espécie Rhizoctonia Solani, espécie mais
importante, foi detetada em concentra¢gbes mais baixas antes da adubac¢do de fundo e apds a
colheita, no campo BR1, no entanto, nas amostras retiradas no campo BR2, observou-se que este

fungo esta ausente. Desta forma, e analisando todos estes fatores, mesmo que a quantidade de
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inéculo no campo BR1 tenha diminuido apds a colheita, uma vez detetado, este fungo pode causar
a sintomatologia observada nas plantas. Len Tesoriero (2013), relata que nenhum tratamento até
ao momento, incluindo o tratamento de sementes com metalaxyl-M foi eficaz para reduzir doengas
causadas por Rhizoctonia. Estes agentes fitopatogénicos também sdo observados nas Figuras 35,

36 e 37, no entanto, o ataque é menos intenso.

4.5. DETERMINAGAO DA MATERIA FRESCA E DA MATERIA SECA

Relativamente as medi¢Ges apds a colheita das plantas obtiveram-se os resultados
evidenciados nos Apéndices Z, AA, AB, AC, AD e AE. No Quadro 12, apresenta-se a matéria seca

(MS), em gramas (g), obtida em cada ensaio, em ambas as sementeiras (Apéndices AB e AE).

Quadro 12 - Matéria seca (MS) (g) obtida em cada ensaio, em ambas as sementeiras.

Matéria seca (MS) (g)
12 Sementeira |22 Sementeira
12 Ensaio Variedade A ndo tratada
2,89 2,73
(amostra n21)
12 Ensaio Variedade A ndo tratada
2,88 2,74
(amostra n22)
12 Ensaio Variedade A tratada
2,89 2,76
(amostra n21)
12 Ensaio Variedade A tratada
2,89 3,76
(amostra n22)
22 Ensaio Variedade B ndo tratada
2,90 2,76
(amostra n21)
22 Ensaio Variedade B ndo tratada
2,89 2,75
(amostra n22)
22 Ensaio Variedade B tratada
2,91 2,79
(amostra n21)
22 Ensaio Variedade B tratada
2,90 2,80
(amostra n22)

Através dos resultados apresentados no Quadro 12, é possivel afirmar que nas amostras
obtidas a partir da primeira sementeira dificilmente houve diferencas importantes de MS entre as
duas variedades e modalidades em estudo. J4 na segunda sementeira a variedade A tratada
apresentou um valor de MS de 3,76 g, superior a todos os outros, sendo observado que os valores
das modalidades tratadas foram sempre superiores as modalidades ndo tratadas.

O teor de matéria seca das folhas e a relagdo com a massa fresca é cada vez mais utilizado
como indicador do compromisso entre uma rapida assimilagdo dos nutrientes e crescimento, e uma

conservagao eficiente com tecidos bem protegidos (Garnier et al., 2001; Zarrinkamar et al., 2004).
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4.6. ANALISE DO ESTADO NUTRICIONAL DE FOLHAS DE ESPINAFRE

De acordo com a escala pré-definida pelo laboratério obtiveram-se os resultados e
posteriores avaliagGes evidenciadas no Apéndice AF. A partir destes resultados obteve-se o
seguinte grafico (Figura 38 (A e B)) que permitiu uma melhor observacdo de quais os macro e
micronutrientes presentes nas folhas e qual a quantidade presente nos diferentes ensaios e
modalidades, referentes a segunda sementeira. Os macronutrientes analisados (Figura 38 (A))
foram o Azoto (N), Fosforo (P), Potdssio (K), Magnésio (Mg), Calcio (Ca) e Enxofre (S) e os
micronutrientes (Figura 38 (B)) foram o Boro (B), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn) e Zinco

(Zn).

Anédlise do estado nutricional de folhas de espinafre Andlise do estado nutricional de folhas de espinafre
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Figura 38 - Analise do estado nutricional das folhas de espinafre (22 Sementeira).

A anadlise do estado nutricional das folhas de espinafre colhidas apds a segunda sementeira,
permitiu as seguintes considera¢des. Pode-se afirmar que a quantidade de N é mais elevada no
Ensaio 1-vA T, considerada pelo laboratdrio como adequada. A elevada quantidade de azoto podera
estar relacionada com a percentagem de plantas perdidas uma vez que o azoto é o macronutriente
gue tem um maior impacto em doengas de plantas (Tripathi et al., 2022). A utilizagao de fertilizagdo
excessiva de N pode favorecer o crescimento de esporos patogénicos (Dordas, 2008; Neumann et
al., 2004).

A quantidade de P é mais elevada no Ensaio 1-vA T e no Ensaio 2-vB T, tendo estes dois
ensaios apresentado a mesma quantidade de P, considerada pelo laboratdrio como adequada. No
ensaio 2-vB T, segunda sementeira, observou-se uma média de perda de plantas de 42,98 %.
Tripathi et al., (2022), relata que apesar de ndo existir nenhuma evidéncia de que este nutriente
esteja relacionado com a resisténcia da planta a doengas, uma elevada concentragdo de fésforo
pode aumentar a suscetibilidade da planta ao agente fitopatogénico, o que pode estar relacionado
com a percentagem de plantas perdidas.

A gquantidade de K é mais elevada no Ensaio 1-vA T, considerada pelo laboratério como alta.

Estudos demonstrados por Ju et al., (2020), afirmam que o potdssio, em elevadas concentragoes,
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reduz a infe¢do por Verticillium dahliae. No entanto, este agente fitopatogénico estd ausente no
solo ou nao foi analisado e, como ndo foi detetada nenhuma sintomatologia causada por este
agente fitopatogénico, ndo existe nenhuma relagdo. Por outro lado, o potassio tem um efeito direto
no crescimento da planta e na resisténcia a doengas. Estudos demonstrados por Cao et al., (2016),
afirmam que ha medida que a deficiéncia em potdssio aumenta, o crescimento de Fusarium
oxysporum, também aumenta. No entanto, o efeito tem sido pouco estudado comparativamente
a outros nutrientes (Cao et al., 2016) e, por isso, pouco se pode refletir sobre esta relagao.

A quantidade de Mg é mais elevada no Ensaio 1-vA NT, considerada pelo laboratério como
alta. Huber & Jones (2012), afirma que os agentes patogénicos causadores da murchiddo de
Fusarium tendem a ser menos graves quando existe disponibilidade de Mg sendo que este
nutriente aumenta a resisténcia dos tecidos a degradagdo por enzimas pectoliticas de agentes
patogénicos. Uma vez que o valor obtido em todos os ensaios foi elevado, este nutriente podera
nao ter tido impacto sobre a percentagem de plantas perdidas.

A quantidade de Ca é mais elevada no Ensaio 1-vA NT, considerada pelo laboratério como
adequada. O calcio é um dos constituintes da parede e membrana celular contribuindo para a
estrutura celular e mantendo as barreiras fisicas contra agentes fitopatogénicos (White & Broadley,
2003). Plantas com baixo teor de Ca, como é o caso do ensaio 1-vA T, evidenciam um aumento da
suscetibilidade da planta aos fungos que levam a murchiddo da planta (Hirschi, 2004), o que pode
estar relacionado com a percentagem de plantas perdidas, de 13,10 %, na segunda sementeira.

A quantidade de S é mais elevada no Ensaio 1-vA NT e no Ensaio 1-vA T, apresentando a
mesma quantidade (%), no entanto, de acordo com o laboratdrio, esta é demasiado baixa, nao
tendo nenhum resultado qualitativo. O enxofre tem um papel fundamental na resisténcia da planta
a doengas (Tripathi et al., 2022). Estudos demonstrados por Bloem et al., (2004), afirmam que o
enxofre pode aumentar a resisténcia da planta a agentes fitopatogénicos, o que podera estar
relacionado com o facto de a percentagem de plantas perdidas no Ensaio 1-vA T ter sido menor
comparativamente a que foi observada no Ensaio 2-vB T.

A quantidade de B é mais elevada no Ensaio 1-vA T e no Ensaio 2-vB T, tendo estes dois
ensaios apresentado a mesma quantidade (%) de Boro considerada pelo laboratério como
adequada. O Boro reduz a gravidade de muitas doengas devido a sua fun¢do na estrutura da parede
celular, nas membranas das plantas e no seu metabolismo (Dordas, 2008) o que poderd estar
relacionado com o facto de a percentagem de plantas perdidas no Ensaio 1-vA T ter sido menor,
comparativamente a que foi observada no Ensaio 1-vA NT.

A quantidade de Cu é mais elevada no Ensaio 1-vA T, considerada pelo laboratério como

adequada. Plantas com baixo teor de Cu como é o caso do ensaio 2-vB NT, evidenciam um aumento
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de incidéncia de doengas (Marschner, 1955) o que pode estar relacionado com a percentagem de
plantas perdidas, de 22,75 %, na segunda sementeira.

A quantidade de Fe é mais elevada no Ensaio 2-vB T, considerada pelo laboratério como
alta. O Ferro ajuda no crescimento das plantas e na absor¢dao de outros nutrientes que numa
quantidade adequada induz uma melhoria destas fun¢des (Simsek & Celik, 2021). Desta forma, a
planta estard mais resistente a ataques por agentes fitopatogénicos. A sua presenga podera ter
ajudado a aumentar a resisténcia da planta que, por sua vez, podera estar relacionado com a menor
percentagem de plantas perdidas, por exemplo, no Ensaio 1-vA T.

A quantidade de Mn é mais elevada no Ensaio 1-vA T, considerada pelo laboratério como
adequada. O Manganés é um elemento essencial no metabolismo da planta, no entanto, em
quantidades excessivas pode induzir a fitotoxicidade (Millaleo et al., 2010), diminuindo a
produtividade da cultura. Por outro lado, ndo existem estudos sobre a relagdo entre o Manganés e
a resisténcia ou suscetibilidade a agentes fitopatogénicos e, por isso, nada se pode concluir sobre
esta relagao.

A quantidade de Zn é mais elevada no Ensaio 1-vA NT, considerada pelo laboratério como
alta. Plantas com baixo teor de Zn, sdo mais propensas ao ataque de agentes fitopatogénicos
(Streeter et al., 2001). Uma vez que o valor obtido em todos os ensaios foi elevado, este nutriente

podera nao ter tido impacto sobre a percentagem de perdas.

4.7. PRODUTIVIDADE NOS ENSAIOS

Apds a colheita do espinafre, obtiveram-se parametros como a quantidade por kg, o
nimero de caixas utilizadas (1 caixa = 5 kg) e a produtividade (kg/m?), para cada ensaio como se
pode observar no Quadro 13. Na segunda colheita, ndo foi possivel obter valores para cada

| Il_ll

modalidade isoladamente. No Quadro 13, o sina significa que ndo existem dados.

Quadro 13 - Produtividade nos ensaios de espinafre.

Produtividade dos ensaios de espinafre
12 Sementeira 22 Sementeira
. = Quantidade . ~ Quantidade
Designagdo do Designagdo do
6 9. Sementeira Metros de colheita | Produtividade s ; Sementeira Metros de colheita | Produtividade
ensaio kg Cx (kg/m?) ensaio kg Cx (kg/m?)
Ensaio 1-vANT | BV22EXP1BR1 | 1150 | 242 673 1,71 Ensaio 1-vA NT,
Ensaio 1-vA T,
. BV26EXPBR2 | 3437 | 440 1750 1,96
Ensaio 1-vAT | BV22EXP2BR1 | 621 | 140 446 1,39 Ensaio 2-vB NT,
Ensaio2-vB NT | BV22EXP3 | 1301 | 245 665 1,96 Ensaio2-vB T
Ensaio 2-vB T BV22EXP4
Total 3072 | 627 1784 1,72 Total 3437 | 440 1750 1,96
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Os ensaios nos quais se utilizou semente ndo tratada, a produtividade foi maior. Uma boa
homogeneidade em campo, implica uma boa produtividade, o que foi comprovado. Neste caso, a
quantidade (kg) colhida n3o corresponde a uma maior produtividade (kg/m?) devido as diferentes
areas de cada ensaio.

Relativamente a primeira sementeira, o Ensaio 1-vA NT e o Ensaio 2-vB NT apresentaram
mais perdas de plantas (%) comparativamente ao Ensaio 1-vA T, no entanto, tiveram maior
produtividade, 1,71 kg/m? e 1,96 kg/m?, respetivamente. Comparando a produtividade dos
ensaios das duas variedades ndo tratadas, 1-vA NT e 2-vB NT, verificou-se maior produtividade no
Ensaio 2-vB NT. O ensaio 2-vB NT teve menos perdas de plantas (%) que o ensaio 1-vA NT, o que
pode implicar uma maior produtividade, facto comprovado neste estudo. N3o existe informacgao
sobre a quantidade colhida no Ensaio 2-vB T e, por isso, ndo é possivel obter a sua produtividade,
de modo, a comparar com os restantes ensaios e modalidades. Estas produtividades eram
expectadveis tendo em conta as que foram obtidas em anos anteriores, em épocas de temperaturas
elevadas.

Também nado existe informac¢do detalhada quanto a produtividade de cada ensaio da
segunda sementeira e, por isso, ndo é possivel fazer compara¢des. No entanto, comparando a
produtividade total obtida na primeira e na segunda colheita verificou-se maior produtividade na
segunda colheita, de 1,96 kg/m? e, na generalidade da segunda sementeira, observou-se menos

perdas de plantas (%) em campo.
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5. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Este estudo serviu para avaliar a eficacia do tratamento da semente com a substancia
metalaxyl-M, e comprovou que o tratamento a semente é uma solugdo eficaz e viavel. Comparando
variedades, nas condi¢des deste ensaio, em termos de performance agrondmica e de plantas
perdidas devido ao ataque de agentes fitopatogénicos, a melhor variedade foi a variedade A,
contudo a produtividade da variedade B, apresenta valores mais elevados.

Nas condi¢Bes nas quais decorreu este estudo, verificaram-se menos perdas de plantas
quando a semente foi tratada com o fungicida, no entanto, o tratamento, em termos de
performance agrondmica do espinafre, parece funcionar de igual forma nas duas variedades.
Verificaram-se menos perdas de plantas na variedade A tratada, registando-se uma média de 21,28
% na primeira sementeira e 13,10 % na segunda sementeira. Observou-se uma exce¢do na
variedade B tratada em que se verificaram mais perdas de plantas, registando-se uma média de
75,00 % na primeira sementeira e 42,98 % na segunda sementeira, o que ndo se deveu ao elevado
numero de plantas perdidas, mas provavelmente a md germinagao da variedade em campo. De
uma forma geral é possivel afirmar que o tratamento, apesar de nao ter resolvido o damping-off,
minimizou as perdas em campo.

Em termos de matéria seca (MS) obtida nas plantas recolhidas em campo, a variedade A
apresenta valores de MS inferiores a variedade B. Ambas as variedades quando tratadas
apresentam valores de MS superiores as modalidades ndo tratadas. Esta avaliagdo da matéria seca
apresenta um interesse pratico imediato, ja que é um importante parametro morfolégico para a
avaliagdo do crescimento dos vegetais e da produtividade.

Relativamente a parte nutricional do espinafre, observou-se principalmente que nas
modalidades tratadas, os valores de macro e micronutrientes foram mais elevados. Por um lado, a
presencga de azoto na folha, em elevadas concentragdes, pode favorecer o crescimento de esporos
patogénicos e a presenca de fésforo na folha, também em elevadas concentra¢des, pode aumentar
a suscetibilidade da planta ao agente fitopatogénico. Por outro lado, nutrientes como o Magnésio,
Calcio, Cobre e Zinco tém um impacto maior quando as concentragdes sdo mais baixas.

Quanto a produtividade, observou-se que nos ensaios com semente ndo tratada, a
produtividade foi maior, sendo os valores de produtividade no primeiro ensaio de 1,71 kg/m? para
a variedade A e no segundo ensaio de 1,96 kg/m? para a B, o que corrobora os valores encontrados
na MS. N3o é possivel comparar as variedades com tratamento, uma vez que por causas
imponderdveis, ndo se obteve a produtividade da variedade B T.

Este estudo, para além de permitir concluir que de facto o tratamento da semente com

metalaxyl-M é eficaz, também permitiu identificar, através de analises qPCR ao solo e da
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observagao de sintomas sugestivos de infe¢do nas plantas, diversas espécies de fungos de solo que
podem ter infetado o espinafre, como o Fusarium oxysporum, Pythium ultimum e a Rhizoctonia
solani, que causam sintomas como podriddo da raiz e damping-off.

Estas conclusdes foram baseadas na analise visual das plantas sintomaticas e, por isso,
existe a necessidade de, em trabalhos futuros se realizarem anadlises de microrganismos as plantas.

Assim como trabalho futuro e, uma vez que, o uso desta substancia tal como outras ndo
voltara a ser permitido, terd de se investigar outras formas alternativas de controlar os fungos de
solo. Para isso, seria de grande interesse a utilizagao de produtos “residuo zero” como extratos de
plantas ou de biopesticidas como Trichoderma spp. e Pseudomonas spp., entre outras, que se tém
vindo a demonstrar eficazes no controlo destes microrganismos fitopatogénicos (Agrios, 2005;
Antoszewski et al., 2022). Para além disso, a andlise das plantas sintomaticas de espinafre torna-se
uma forma de entender qual ou quais os fungos presentes no solo que efetivamente se encontram
a causar sintomas nas plantas uma vez que o facto de estes fungos estarem presentes no solo ndo
significa que também estejam na planta. Também o microbioma do solo tem vindo a ser cada vez
mais estudado de forma a perceber que microrganismos existem no solo, se sdo benéficos ou
patogénicos e qual a relagdo entre si.

Refira-se ainda o uso de praticas culturais adequadas que poderdo contribuir para o
controlo dos fungos, tais como: a imposicao de rotagGes de culturas que permitam alternar culturas
de modo a diminuir a incidéncia de fungos no solo, utilizacdo de variedades resistentes, melhorar
a distribuicdo de agua nas regas evitando regas excessivas que permitam que a superficie foliar
permaneca molhada durante um longo periodo de tempo o que proporciona um aumento da
infecdo por agentes fitopatogénicos e promover uma nutricdo da planta equilibrada, com especial
atengdo ao azoto excessivo.

Este é ainda um longo caminho a percorrer, que visa minimizar as perdas de espinafre
“baby leaf” em campo por efeito nefasto de fungos e aumentar a sua produtividade, procurando
encontrar alternativas mais sustentaveis e eficazes, aos quais dever-se-do associar praticas culturais

apropriadas.
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7. APENDICES

Apéndice A: Protocolo laboratorial PL9-MS definido pelo Laboratério de Nutricdo e Metabolismo
Animal da Universidade de Evora.

Para determinar a matéria fresca e a matéria seca de uma amostra existem varios
procedimentos a ter em consideragao.

Um dos procedimentos é a pré-secagem® que é realizada a baixas temperaturas, por volta
dos 50 a 70 °C, de modo a evitar a perda de nutrientes, em estufa ventilada em média durante 24
a 48 horas, tempo suficiente para que o material apresente uma consisténcia quebradica,
permitindo uma moagem perfeita. O produto deve ser colocado em tabuleiros, que sdo
previamente tarados e pesados. Apds o periodo de pré-secagem, retira-se o material da estufa,
deixa-se equilibrar com a temperatura ambiente durante cerca de uma hora e, posteriormente,
pesa-se. De seguida, procede-se a moagem da amostra.

Outro procedimento é a secagem definitiva que é realizada através de uma pesagem
precisa de 3 g de amostra moida em cada cadinho que é colocada, posteriormente, numa estufa a
105 °C durante 24 horas. Este procedimento é feito com o recurso a cadinhos que sao previamente
pesados e secos numa estufa a 105 °C, durante pelo menos 4 horas antes de se colocar o produto
moido. Apds este tempo retira-se a amostra moida da estufa e coloca-se num exsicador até a
temperatura da amostra se equilibrar com a temperatura ambiente. Por ultimo, pesam-se as
amostras e repete-se o procedimento, ou seja, coloca-se novamente na estufa durante uma hora
e, posteriormente, pesa-se de modo a se obter o peso de matéria seca residual. Este Ultimo passo

nao foi realizado uma vez que nado foi necessario obter a matéria seca residual.

Para proceder a secagem definitiva, a amostra deve estar finamente moida, de forma a

passar por um crivo com malha de 1 mm, e bem homogeneizada.

Os materiais e equipamentos necessarios foram os seguintes:

° Tabuleiro;

° Balanca analitica;

° Estufa de secagem a 1059C;
° Cadinhos de aluminio;

. Exsicador.

° A perda de dgua durante a pré-secagem tem que ser anexa ao célculo da matéria seca total.
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Apéndice B: Dados fornecidos pela Estacdao Metereoldgica da Boavista dos Pinheiros (Temperatura
do ar (°C) e Humidade relativa do ar (%) ao longo do tempo (12 Sementeira).

Data Temperatura do ar (°C) Humidade
relativa do ar (%)
T. média T. minima T. maxima
01/06/2021 16,78 12,07 20,14 83,21
02/06/2021 15,86 9,59 21,19 84,88
03/06/2021 15,81 12,06 20,35 71,52
04/06/2021 15,75 9,1 21,36 74,41
05/06/2021 16,64 9,81 23 77,46
06/06/2021 17,38 10,15 24,06 78,11
07/06/2021 17,9 10,81 24,56 77,89
08/06/2021 18,25 11,54 24,87 73,89
09/06/2021 19,58 12,8 27,61 69,45
10/06/2021 18,23 12,59 25,31 83,03
11/06/2021 16,66 14,89 20,22 93,4
12/06/2021 18,82 14,76 27 86,04
13/06/2021 18,51 13,71 23,32 84,16
14/06/2021 17,67 13,07 22,74 90,72
15/06/2021 15,63 14,94 16,29 99,98
16/06/2021 19,4 17,22 21,84 82,88
17/06/2021 17,4 16,77 18,58 98,16
18/06/2021 16,16 14,75 19,22 89,66
19/06/2021 15,99 13,48 18,82 87,72
20/06/2021 16,55 13,42 20,06 92,15
21/06/2021 16,87 13,11 19,87 88,09
22/06/2021 17,08 13,12 21,15 86,11
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice C: Dados fornecidos pela Estacdo Metereoldgica da Boavista dos Pinheiros (Temperatura
do ar (°C) e Humidade relativa do ar (%) ao longo do tempo (22 Sementeira).

Data Temperatura do ar (°C) Humidade
relativa do ar (%)
T. média T. minima T. maxima
29/06/2021 16,9 11,5 22,3 -
30/06/2021 17 11,5 23 -
01/07/2021 17,1 9,8 25,1 -
02/07/2021 18,9 9,7 27,1 -
03/07/2021 25 16,1 26,8 -
04/07/2021 19,4 13,5 25,5 -
05/07/2021 20 16 25 -
06/07/2021 20,1 15,9 24,8 -
07/07/2021 17,6 12,8 23,5 -
08/07/2021 19,2 13,5 25,2 -
09/07/2021 18,9 10,1 27,8 -
10/07/2021 23,4 13,5 35,9 -
11/07/2021 21,1 16,4 30,6 -
12/07/2021 18 13 23 -
13/07/2021 18 13,7 24 -
14/07/2021 19,8 11,1 28,4 -
15/07/2021 21,4 12,5 29 -
16/07/2021 21,6 13,5 29,3 -
17/07/2021 20 17 25,5 -
18/07/2021 19 16 24,5 -
19/07/2021 18,2 13,1 23,2 -
20/07/2021 19 14 24 -
21/07/2021 18,46 15,15 22,19 84,23
22/07/2021 17,63 12,51 24,51 87,38
23/07/2021 18,95 14,02 24,18 84,37
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice D: Valores obtidos no ensaio de germinagao a semente vA ndo tratada.

Teste de germinagdo a semente vA ndo tratada
Tempo (dias) Placa de petrin®l | Frequéncia acumulada | Placa de petrin®2 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin?3 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin24 | Frequéncia acumulada Média
o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 25 25 48 48 29 29 12 12 29
7 7 32 5 53 6 35 5 17 6
10 4 36 5 58 3 38 3 20 4
23 0 36 0 58 0 38 0 20 0
26 4 40 0 58 7 45 10 30 5
30 7 47 34 92 41 86 50 80 33
Total de sementes
N 47 92 86 80
germinadas
Percentagem de
germinagio/Faculdade 47% 92% 86% 80%
germinativa (%)
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice E: Valores obtidos no ensaio de germina¢do a semente VA tratada.

germinativa (%)

Teste de germinagdo a semente vA tratada
Tempo (dias) Placa de petrin®1 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin®2 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin®3 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin24 | Frequéncia acumulada Média
[] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 12 12 13 13 1 11 7 7 1
7 7 19 0 13 8 19 11 18 7
10 3 22 28 41 4 23 14 32 12
23 0 22 0 41 2 25 1 33 1
26 3 25 2 43 3 28 1 34 2
30 2 27 4 47 9 37 3 37 5
Total de sementes
germinadas 7 4 37 37
Percentagem de
germinagio/Faculdade 27% 47% 37% 37%
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice F: Valores obtidos no ensaio de germinagdo a semente vB n3o tratada.

germinativa (%)

Teste de germinagdo a semente vB ndo tratada
Tempo (dias) Placa de petrin?l | Frequéncia acumulada | Placa de petrin?2 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin®3 | Frequéncia acumulada [ Placa de petrin24 | Frequéncia acumulada Média
[ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 7 7 3 3 12 1 5 5 7
7 8 15 0 3 8 2 4 9 5
10 1 16 2 5 7 27 2 11 3
23 0 16 0 5 0 27 0 11 0
26 54 70 82 87 13 40 64 75 53
30 13 83 6 93 4 a4 1 86 9
Total de sementes
germinadas 8 %3 a4 8
Percentagem de
germinagdo/Faculdade 83% 93% 44% 86%
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice G: Valores obtidos no ensaio de germinagao a semente vB tratada.

Teste de germinagdo a semente vB tratada

germinativa (%)

Tempo (dias) Placa de petrin?l | Frequéncia acumulada | Placa de petrin22 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin®3 | Frequéncia acumulada | Placa de petrin24 | Frequéncia acumulada Média
[ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 13 13 8 8 28 28 7 7 14
7 2 15 1 9 2 30 21 28 7
10 1 16 11 20 2 32 2 30 4
23 0 16 3 23 0 32 1 31 1
26 9 25 11 34 7 39 16 47 11
30 38 63 41 75 56 95 9 56 36
Total de sementes
germinadas & S 9 *
Percentagem de
germinagdo/Faculdade 63% 75% 95% 56%
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a
época quente

Apéndice H: Plano de observacgdes do 19 Ensaio (Variedade A (vA) ndo tratada) no campo BR1 (12 Sementeira-Ensaio 1-vA NT).

Plano de observagdes em campo do 12 Ensaio

Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR1)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade A ndo tratada

Dia Fase de crescimento | Observacées
da cultura
01/06/2021 | Sementeira Sem observagdes.
Em estado de desenvolvimento cotiledonar.
08/06/2021 | Emergéncia Rapida velocidade de germinacdo.
Homogénea.
Observaram-se perdas por damping-off.
10/06/2021 | Emergéncia Continuagdo da emergéncia das plantulas.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras. Em termos de germinagdo, ainda se conseguiu concluir que algumas zonas ainda
12/06/2021 | Pds-emergéncia estavam com lenta germinacgao.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas folhas verdadeiras sendo que, em algumas
14/06/2021 | 2/4 folhas verdadeiras | zonas observou-se que as plantas ja apresentavam as quatro folhas verdadeiras.

Ndo se observaram perdas por damping-off.

Nesta fase de desenvolvimento, observou-se que, em algumas zonas, por um lado, as plantas tinham um desenvolvimento lento e, por outro lado, em algumas

16/06/2021 | 4 folhas verdadeiras zonas continuava a ndo haver germinagdo da semente. No geral, concluiu-se que a variedade se estava a desenvolver bem e homogeneamente.
N3o se observaram perdas por damping-off.
18/06/2021 | 4 folhas verdadeiras A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutricdo e com uma boa coloragdo.

N3o se observaram perdas por damping-off.
20/06/2021 | 4 folhas verdadeiras N3o se observaram perdas por damping-off.

22/06/2021 | 6 folhas verdadeiras N&o se observaram perdas por damping-off.
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a
época quente

Apéndice I: Plano de observag¢oes do 12 Ensaio (Variedade A (vA) tratada) no campo BR1 (12 Sementeira-Ensaio 1-vA T).

Plano de observagées em campo do 12 Ensaio

Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR1)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade A tratada

Dia Fase de crescimento | Observagdes
da cultura
01/06/2021 | Sementeira Sem observagdes.
Em estado de desenvolvimento cotiledonar.
08/06/2021 | Emergéncia Répida velocidade de germinagdo.
Homogénea.
Observaram-se perdas por damping-off.
10/06/2021 | Emergéncia Continuagdo da emergéncia das plantulas.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras. Em termos de germinagdo, concluiu-se que as plantas em algumas zonas
12/06/2021 | Pés-emergéncia tinham uma lenta germinagao.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que, na generalidade da sementeira, se observou que as plantas se encontravam com as primeiras duas folhas verdadeiras sendo que, em algumas
14/06/2021 | 2/4 folhas verdadeiras | zonas se observou que as plantas ja apresentavam as quatro folhas verdadeiras.
N&o se observaram perdas por damping-off.

Nesta fase de desenvolvimento, observou-se que, em algumas zonas, por um lado, as plantas tinham lento desenvolvimento e, por outro, em algumas zonas
16/06/2021 | 4 folhas verdadeiras continuava a ndo haver germinagdo da semente. No geral, concluiu-se que a variedade se estava a desenvolver bem e homogeneamente.
N3&o se observaram perdas por damping-off.

18/06/2021 | 4 folhas verdadeiras A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutrigdo e com uma boa coloragdo.
N3do se observaram perdas por damping-off.
20/06/2021 | 4 folhas verdadeiras N3o se observaram perdas por damping-off.

22/06/2021 | 6 folhas verdadeiras N3o se observaram perdas por damping-off.
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a
época quente

Apéndice J: Plano de observagdes do 22 Ensaio (Variedade B (vB) ndo tratada) no campo BR1 (12 Sementeira-Ensaio 2-vB NT).

Plano de observagées em campo do 22 Ensaio

Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR1)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade B ndo tratada

Dia Fase de crescimento | Observagoes
da cultura
01/06/2021 | Sementeira Sem observagdes.

Em estado de desenvolvimento cotiledonar.

08/06/2021 | Emergéncia Rapida velocidade de germinag3o.

Homogénea, sendo que existem algumas zonas com falhas de germinagao.

Observaram-se perdas por damping-off.

10/06/2021 | Emergéncia Continuagdo da emergéncia das plantulas.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras sendo que, algumas plantas ja se apresentavam mais desenvolvidas que
12/06/2021 | Pés-emergéncia outras. Em termos de germinagdo, concluiu-se que algumas zonas ainda estavam com uma lenta germinagdo.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas com quatro folhas verdadeiras, no entanto, algumas das plantas ainda
14/06/2021 | 2/4 folhas verdadeiras | apresentavam apenas duas folhas verdadeiras.
N&o se observaram perdas por damping-off.

Nesta fase de desenvolvimento, observou-se que, em algumas zonas, por um lado, as plantas tinham um lento desenvolvimento e, por outro, em algumas
zonas continuava a ndo haver germinagdo da semente. No geral, concluiu-se que a variedade se estava a desenvolver bem e homogeneamente.
16/06/2021 | 4 folhas verdadeiras N&o se observaram perdas por damping-off.

A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutricdo e uma boa coloragdo. Relativamente a variedade A tratada, a variedade B
ndo tratada teve um desempenho e desenvolvimento igual. Relativamente a variedade B tratada, a variedade B ndo tratada teve um desempenho melhor.
18/06/2021 | 4 folhas verdadeiras Mais homogéneo que os restantes ensaios.

Nao se observaram perdas por damping-off.

20/06/2021 | 4 folhas verdadeiras Nao se observaram perdas por damping-off.

22/06/2021 | 6 folhas verdadeiras N&o se observaram perdas por damping-off.
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a
época quente

Apéndice K: Plano de observag¢des do 22 Ensaio (Variedade B (vB) tratada) no campo BR1 (12 Sementeira-Ensaio 2-vB T).

Plano de observagées em campo do 22 Ensaio

Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR1)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade B tratada

Dia Fase de crescimento | Observagoes
da cultura
01/06/2021 | Sementeira Sem observagdes.

Em estado de desenvolvimento cotiledonar.

08/06/2021 | Emergéncia Velocidade de germinacgdo lenta.

Pouco homogénea, sendo que existem muitas zonas com falhas de germinagdo.

Observaram-se perdas por damping-off.

10/06/2021 | Emergéncia Continuagdo da emergéncia das plantulas.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras sendo que, algumas plantas apresentavam-se menos desenvolvidas que
12/06/2021 | Pds-emergéncia outras.

N3o se observaram perdas por damping-off.

Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas com quatro folhas verdadeiras, no entanto, algumas das plantas ainda
14/06/2021 | 2/4 folhas verdadeiras | apresentavam apenas duas folhas verdadeiras.

N3&o se observaram perdas por damping-off.

No geral, concluiu-se que, em termos de desenvolvimento, este ensaio teve desenvolvimento igual ao da variedade B ndo tratada.

16/06/2021 | 4 folhas verdadeiras Pouco homogéneo devido a ma germinagdo. Apesar da ma germinagdo, a variedade desenvolveu-se bem e homogeneamente.

N3o se observaram perdas por damping-off.

A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutricdo e com uma boa coloragao.

18/06/2021 | 4 folhas verdadeiras N3o se observaram perdas por damping-off.

20/06/2021 | 4 folhas verdadeiras N3o se observaram perdas por damping-off.

22/06/2021 | 6 folhas verdadeiras N3o se observaram perdas por damping-off.

125



Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a

época quente

Apéndice L: Plano de observag¢des do 12 Ensaio (Variedade A (vA) ndo tratada) no campo BR2 (22 Sementeira-Ensaio 1-vA NT).

Plano de observagées em campo do 12 Ensaio
Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR2)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade A n3o tratada
Dia Fase de crescimento | Observagées
da cultura
29/06/2021 | Sementeira Sem observagbes.
Em estado de desenvolvimento cotiledonar.
05/07/2021 | Emergéncia Rapida velocidade de germinagdo.
Homogénea, sendo que existiam algumas zonas com falhas de germinagéo.
N&o se observaram perdas por damping-off.
07/07/2021 | Emergéncia Continuag¢do da emergéncia das plantulas.
Observaram-se perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras. Em termos de germinagdo, ainda se conseguiu concluir que algumas zonas
09/07/2021 | Pds-emergéncia ainda estavam com uma lenta germinagdo.
Observaram-se perdas por damping-off.
Ensaio com desenvolvimento mais rapido. Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas
11/07/2021 | 2 folhas verdadeiras | folhas verdadeiras.
Observaram-se perdas por damping-off.
13/07/2021 | 2 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas folhas verdadeiras.
N3o se observaram perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das quatro folhas verdadeiras. No geral, concluiu-se que a variedade se estava a desenvolver bem e
15/07/2021 | 4 folhas verdadeiras homogeneamente.
N&o se observaram perdas por damping-off.
17/07/2021 | 4 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as quatro folhas verdadeiras.
N&o se observaram perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das seis folhas verdadeiras.
19/07/2021 | 6 folhas verdadeiras A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutrigdo e com uma boa coloragao.
N&o se observaram perdas por damping-off.
21/07/2021 6 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as seis folhas verdadeiras.
N&o se observaram perdas por damping-off.
23/07/2021 6 folhas verdadeiras Este ensaio apresentava-se mais bem desenvolvido.
Ndo se observaram perdas por damping-off.
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a

época quente

Apéndice M: Plano de observag¢des do 12 Ensaio (Variedade A (vA) tratada) no campo BR2 (22 Sementeira-Ensaio 1-vA T).

Plano de observagées em campo do 12 Ensaio
Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR2)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade A tratada
Dia Fase de crescimento | Observagdes
da cultura
29/06/2021 | Sementeira Sem observagdes.
Em estado de desenvolvimento cotiledonar.
05/07/2021 | Emergéncia Répida velocidade de germinagdo.
Homogénea, sendo que existiam algumas zonas com falhas de germinagao.
Ndo se observaram perdas por damping-off.
07/07/2021 | Emergéncia Continuagdo da emergéncia das plantulas.
Observaram-se perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras. Em termos de germinagao, ainda se conseguiu concluir que algumas zonas
09/07/2021 | Pés-emergéncia ainda estavam com uma lenta germinagdo.
Observaram-se perdas por damping-off.
Ensaio com rapido desenvolvimento. Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas folhas
11/07/2021 | 2 folhas verdadeiras verdadeiras.
Observaram-se perdas por damping-off.
13/07/2021 | 2 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas folhas verdadeiras.
Observaram-se perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das quatro folhas verdadeiras. No geral, concluiu-se que a variedade se estava a desenvolver bem e
15/07/2021 | 4 folhas verdadeiras homogeneamente.
Ndo se observaram perdas por damping-off.
17/07/2021 | 4 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as quatro folhas verdadeiras.
N3o se observaram perdas por damping-off.
19/07/2021 | 6 folhas verdadeiras Fase em que ja se observou o aparecimento das seis folhas verdadeiras.
A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutricdo e com uma boa coloragéo.
N3o se observaram perdas por damping-off.
21/07/2021 | 6 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as seis folhas verdadeiras.
N3&o se observaram perdas por damping-off.
23/07/2021 | 6 folhas verdadeiras Bom desenvolvimento, boa nutri¢do e boa cor.
N3o se observaram perdas por damping-off.
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a
época quente

Apéndice N: Plano de observagdes do 22 Ensaio (Variedade B (vB) ndo tratada) no campo BR2 (22 Sementeira-Ensaio 2-vB NT).

Plano de observagbes em campo do 22 Ensaio

Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR2)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade B n3o tratada

Dia Fase de crescimento | ObservagGes
da cultura
29/06/2021 | Sementeira Sem observagbes.
Em estado de desenvolvimento cotiledonar.
05/07/2021 | Emergéncia Répida velocidade de germinagéo.

Homogénea, sendo que existiam algumas zonas com falhas de germinagdo.
Ndo se observaram perdas por damping-off.

07/07/2021 | Emergéncia Continuagdo da emergéncia das plantulas.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que ja se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras. Em termos de germinagdo, ainda se conseguiu concluir que algumas
09/07/2021 | Pds-emergéncia zonas ainda estavam com uma lenta germinagdo.

Observaram-se perdas por damping-off.

Ensaio com rapido desenvolvimento. Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas
11/07/2021 | 2 folhas verdadeiras folhas verdadeiras.

Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas folhas verdadeiras.

13/07/2021 | 2 folhas verdadeiras Observaram-se perdas por damping-off.

Fase em que ja se observou o aparecimento das quatro folhas verdadeiras. No geral, concluiu-se que a variedade se estava a desenvolver bem e
15/07/2021 | 4 folhas verdadeiras homogeneamente.

N&o se observaram perdas por damping-off.

Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as quatro folhas verdadeiras.
17/07/2021 | 4 folhas verdadeiras Ndo se observaram perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das seis folhas verdadeiras.

19/07/2021 | 6 folhas verdadeiras A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutricdo e com uma boa coloragdo.
N&o se observaram perdas por damping-off.
21/07/2021 | 6 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as seis folhas verdadeiras.

N&o se observaram perdas por damping-off.
23/07/2021 | 6 folhas verdadeiras N&o se observaram perdas por damping-off.
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a

época quente

Apéndice O: Plano de observagGes do 22 Ensaio (Variedade B (vB) tratada) no campo BR2 (22 Sementeira-Ensaio 2-vB T).

Plano de observagdes em campo do 22 Ensaio
Quinta: Quinta dos Cativos, Boavista dos Pinheiros (BR2)
Cultura/Variedade: Espinafre “baby leaf”/Variedade B tratada
Dia Fase de crescimento da | Observagées
cultura
29/06/2021 Sementeira Sem observagdes.
Em estado de desenvolvimento cotiledonar.
05/07/2021 Emergéncia Réapida velocidade de germinacdo.
Homogénea, sendo que existiam algumas zonas com falhas de germinagao.
N&o se observaram perdas por damping-off.
07/07/2021 Emergéncia Continuagdo da emergéncia das plantulas.
Observaram-se perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das primeiras duas folhas verdadeiras. Em termos de germinagdo, observaram-se algumas zonas
09/07/2021 Pds-emergéncia com lenta germinaco.
Observaram-se perdas por damping-off.
Ensaio com rapido desenvolvimento. Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras
11/07/2021 2 folhas verdadeiras duas folhas verdadeiras.
Observaram-se perdas por damping-off.
13/07/2021 2 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as primeiras duas folhas verdadeiras.
Observaram-se perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das quatro folhas verdadeiras. No geral, concluiu-se que a variedade se estava a desenvolver bem
15/07/2021 4 folhas verdadeiras e homogeneamente.
N3o se observaram perdas por damping-off.
17/07/2021 4 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as quatro folhas verdadeiras.
N3&o se observaram perdas por damping-off.
Fase em que ja se observou o aparecimento das seis folhas verdadeiras.
19/07/2021 6 folhas verdadeiras A variedade apresentou um bom desenvolvimento, sem problemas de nutrigdo e com uma boa coloragdo.
N3&o se observaram perdas por damping-off.
21/07/2021 6 folhas verdadeiras Fase em que, na generalidade da sementeira, observou-se que as plantas se encontravam com as seis folhas verdadeiras.
N3&o se observaram perdas por damping-off.
23/07/2021 6 folhas verdadeiras N3o se observaram perdas por damping-off.

129




Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para

controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice P: Nimero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (12
Sementeira — Ensaio 1-vA NT).

Data de sementeira 01/06/21
Data de observagdes 01/06/21 08/06/21 10/06/21 12/06/21 14/06/21 16/06/21 18/06/21 20/06/21 22/06/21
Total de plantas perdas
Total de plantas erdidas
Ensaio 1.vANT 1depl Sementeira (12 dia) | Emergéncia (22 dia) | Emergéncia (42 dia) 62dia 82dia 100dia 120 dia 140 dia 162 dia perdi
emergidas num m2
A 752 0 48 48 16 0 o 0 0 0 112 14,89%
B 752 0 80 176 16 0 o o o 0 272 36,17%
(4 752 0 80 192 0 o o o o 0 272 36,17%
Média total de
plantas emergidas 752 Média de perdas 29,08%
num m2

130



Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice Q: Numero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (12
Sementeira — Ensaio 1-vA T).

Data de sementeira 01/06/21
Data de observacdes 01/06/21 08/06/21 10/06/21 12/06/21 14/06/21 16/06/21 18/06/21 20/06/21 22/06/21
Total de plantas perd,
i Total de plantas i . . . . . . . . . . . perdidas erdas
Ensaio 1.vAT . Sementeira (12 dia) | Emergéncia (22 dia) | Emergéncia (42 dia) 62dia 82dia 102 dia 120dia 142 dia 162 dia
emergidas num m2
A 752 0 48 112 32 0 0 0 0 o 192 25,53%
B 752 0 16 48 32 0 0 0 o o 96 12,77%
(4 752 0 48 128 16 o 0 0 0 o 192 25,53%
Média total de
plantas emergidas 752 Média de perdas 21,28%
num m2
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice R: Numero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (12
Sementeira — Ensaio 2-vB NT).

Data de sementeira 01/06/21
Data de observagbes 01/06/21 08/06/21 10/06/21 12/06/21 14/06/21 16/06/21 18/06/21 20/06/21 22/06/21
Total de plantas perdas
Total de planta did
Ensaio 2-vB NT deplantas | o nteira (12 dia) | Emergéncia (22 dia) | Emergéncia (42 dia) 62dia 8o dia 100dia 122dia 142dia 162dia perdidas
emergidas num m2
A 752 o 6 176 0 0 0 0 0 0 240 3191%
8 752 o a8 144 16 0 0 0 0 0 208 27,66%
c 752 o 6 % 0 0 0 0 0 0 160 2128%
Média total de
plantas emergidas 752 Média de perdas 26,95%
num m2
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para

controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice S: Nimero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (1

Sementeira — Ensaio 2-vB T).

a

Data de sementeira 01/06/21
Data de observagdes 01/06/21 08/06/21 10/06/21 12/06/21 14/06/21 16/06/21 18/06/21 20/06/21 22/06/21
Total de plantas perdas
Total de plantas erdidas
Ensaio2vB T 1depl Sementeira (12 dia) | Emergéncia (22 dia) | Emergéncia (42 dia) 62dia 82dia 100dia 120 dia 140 dia 162 dia perdi
emergidas num m2
A 128 0 16 32 0 o o 0 0 0 a8 37,50%
B 128 0 32 16 0 o o o o 0 a8 37,50%
(4 128 0 9% 9% 0 o o o o 0 192 150,00%
Média total de
plantas emergidas 128 Média de perdas 75,00%
num m2
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice T: Média de perdas totais (%) nos ensaios realizados no campo BR1 (12 Sementeira).

Ensaio 1-vVANT

Ensaio1-vVAT

Ensaio 2-vB NT

Ensaio2-vB T

Média de perdas
totais

29,08%

21,28%

26,95%

75,00%
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice U: Nimero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (22
Sementeira — Ensaio 1-vA NT).

Data de sementeira 29/06/21
Data de observagdes 20/06/21 05/07/21 07/07/21 09/07/21 1/07/21 13/07/21 15/07/21 17/07/21 19/07/21 21/07/21 23/07/21
Total de plantas didas Perdas
Ensaio 1VANT P Sementeira (12 dia) | Emergéncia (22 dia) | Emergéncia (42 dia) 6edia sedia 100dia 1eda 182 dia 160dia 180 dia 200dia perdidas
emergidas num m2
A 880 o 0 o 64 2 0 o 0 0 0 0 % 1091%
B a6 0 0 64 0 2 0 0 0 0 0 0 % 2308%
c 576 o 0 32 0 o 0 o 0 o 0 o 32 556%
432 o 0 32 12 o 0 o 0 o 16 0 160 37,08%
3 720 0 0 a8 0 o 0 0 0 0 0 0 8 667%
Média total de
plantas emergidas 605 Média de perdas 1665%
umm2
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice V: Numero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (22
Sementeira — Ensaio 1-vA T).

Data de sementeira 29/06/21
Data de observagdes 29/06/21 05/07/21 07/07/21 09/07/21 11/07/21 13/07/21 15/07/21 /0721 19/07/21 21/07/21 23/07/21
Perdas
Ensalo 1vAT H:::':::‘:‘:"“; 5 | sementeiva (19 da) | emergéncia 2 ia) | Emergenci (42 i) 2da 82 1000 129da 142dia 160dia 1800 2000 perdidas
A s o o 2 o 16 16 o o o o o 128 2857%
3 a6 o o 16 o o 2 o o o o o s 1155%
¢ 75 o o 2 2 16 2 o o o o o 12 1a80%
0 o o o o o 16 o o o o o 16 250%
€ a0 o o o 16 o 16 o o o o o 2 500%
Média total de
plantas emergidas 531 Média de perdas 13,10%
ummz
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice W: Numero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (22
Sementeira — Ensaio 2-vB NT).

Data de sementeira 29/06/21
Data de observagdes 29/06/21 05/07/21 07/07/21 09/07/21 11/07/21 13/07/21 15/07/21 /0721 19/07/21 21/07/21 23/07/21
Perdas
Ensalio 2vB NT H:::':::‘:‘:"“; 5 | sementeiva (19 da) | emergéncia 2 ia) | Emergenci (42 i) 2da 82 1000 129da 142dia 160dia 1800 2000 perdidas
A m o o 2 o o o o o o 16 3 a 765%
3 352 o o o %0 16 o o o o o o % 221%
¢ 384 o o o 16 s o o o o o o o 1667%
s o o 128 o o 16 o o o o o 14 s214%
€ 160 o o 2 o o o o o o o o 2 2000%
Média total de
plantas emergidas 323 Média de perdas 22,75%
ummz
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice X: Nimero de plantas perdidas num m? durante o desenvolvimento do espinafre (22
Sementeira — Ensaio 2-vB T).

Data de sementeira 29/06/21
Data de observagdes 29/06/21 05/07/21 07/07/21 09/07/21 11/07/21 13/07/21 15/07/21 17/07/21 19/07/21 21/07/21 23/07/21
Perdas
Total de plantas rdidas
Ensaio2-vB T P ‘Sementeira (12 dia) | Emergéncia (22 dia) | Emergéncia (42 dia) 6edia 8edia 102dia 12¢dia 142dia 162dia 182dia 202dia per
emergidas num m2
A 176 o 0 % 0 o 0 o 0 o 2 o 128 7273%
B 320 0 o 2 o 0 16 0 0 0 o 0 48 15,00%
c 176 o 0 16 0 o 0 0 0 o o o 16 9,09%
D 256 0 16 2 a8 16 2 0 0 a8 16 0 208 8125%
E 304 o 0 a8 16 0 0 o 0 2 16 0 112 3684%
Média total de
plantas emergidas 26 Média de perdas 4298%
num m2
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice Y: Média de perdas totais (%) nos ensaios realizados no campo BR2 (22 Sementeira).

Ensaio 1-vA NT

Ensaio1-vA T

Ensaio 2-vB NT

Ensaio2-vB T

Média de perdas
totais

16,65%

13,10%

22,75%

42,98%
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para

controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice Z: Medi¢des apds a colheita das plantas, da massa total e nimero de folhas (12

Sementeira).

Medigdes pés-colheita (12 Sementeira)

Peso total retirado do campo

(amostra n23)

Cédigo da amostra (ke) Peso (kg) Meédia do peso (kg) Nudmero de folhas Média do numero de folhas
o . : ~
12 Ensaio Variedade A ndo 0,100 147
tratada (amostra n21)
o . . ~
12 Ensaio Variedade A ndo 132 0,100 0,100 120 124
tratada (amostra n22)
12 Ensaio Variedade A ndo
0,100 105
tratada (amostra n23)
12 Ensai i
nsaio Variedade A tratada 0,100 83
(amostra n21)
o . .
12 Ensaio Variedade A tratada 1,18 0,100 0,100 100 91
(amostra n22)
12 Ensaio Variedade A tratad:
nsaio Variedade ratada 01100 90
(amostra ne3)
22 Ensaio Variedade B ndo
0,100 82
tratada (amostra n21)
o . : o
22 Ensaio Variedade B ndo 142 0,100 0,100 5 %0
tratada (amostra n22)
o . : ~
22 Ensaio Variedade B ndo 0,100 102
tratada (amostra n23)
22 Ensaio Variedade B tratad:
nsaio Variedade ratada 01100 82
(amostra n21)
o . .
22 Ensaio Variedade B tratada 130 0,100 0,100 87 2
(amostra n22)
22 Ensail i B
nsaio Variedade B tratada 0,100 7
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice AA: Medi¢Bes da massa total na fase de secagem (12 Sementeira).

Medicdes secagem (12 Sementeira)

Cédigo da amostra Tara do tabuleiro (kg) Tabuleiro + (1’:)“"“ inicial | Amostra fresca (kg) | Tabuleiro + amostra seca final (kg) | Amostra seca (k) % de dgua perdida
12 Ensaio Variedade A ndo tratada 0,397 1,723 1,326 0,492 0,095 7,16
12 Ensaio Variedade A tratada 0,445 1,716 1,271 0,531 0,086 6,77
22 Ensaio Variedade B néo tratada 0,443 1,819 1,376 0,537 0,094 6,83
22 Ensaio Variedade B tratada 0,445 1,676 1,231 0,549 0,104 8,45
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para

controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice AB: Medi¢Ges da massa total na pds-secagem (12 Sementeira).

Medigdes pds-secagem (12 Sementeira)

(amostra n22)

Codigo da amostra Tara do cadinho (g) Peso da amostra (g) Cadinho+MS (g) MS (g)
12 Ensai " =
nsaio Variedade A ndo tratada 13,570 3,010 16,465 2,89
(amostra n21)
° N N =
12 Ensaio Variedade A ndo tratada 12,890 3,008 15,772 2,88
(amostra n22)
12 Ensaio Variedade A tratada
11,442 3,008 14,330 2,89
(amostra n21)
12 Ensaio Variedade A tratad:
nsalo Variedade A trataca 13,309 3,009 16,204 2,89
(amostra n22)
22 Ensaio Variedade B ndo tratad.
nsaio Variedade B ndo tratada 13,522 3,006 16,420 2,90
(amostra n21)
22 Ensaio Variedade B ndo tratada
13,380 3,007 16,265 2,89
(amostra n22)
22 Ensaio Variedade B tratad
nsalo Varlecade B trataca 12,918 3,009 15,827 2,91
(amostra n21)
22 Ensaio Variedade B tratad:
nsalo Variedade 5 trataca 13,341 3,003 16,241 2,90
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice AC:
Sementeira).

Medicbes apds a colheita das plantas, da massa total e numero de folhas (22

Medigdes pds-colheita (22 Sementeira)

C6digo da amostra Peso total retirado do campo (kg) Peso (kg) Média do peso (kg) Numero de folhas Média do numero de folhas
12 Ensaio Variedade A ndo 0,104 92
tratada (amostra n21) !
12 Ensaio Variedade A ndo 0,102 118
tratada (amostra n22) '
12 Ensaio Variedade A ndo 1280 0,101 0,102 102 101
tratada (amostra n23) ’ ’ .
12 Ensaio Variedade A ndo 0,102 103
tratada (amostra n24) '
12 Ensaio Variedade A ndo 0,100 89
tratada (amostra n25) ’
12 Ensaio Variedade A tratada 0,101 112
(amostra n21) ’
12 Ensaio Variedade A tratada 0,100 95
(amostra n22) ’
o . N
12 Ensaio Variedade A tratada 1,500 0,100 0,101 118 108
(amostra n23)
12 Ensaio Variedade A tratada
0,101 108
(amostra n24)
12 Ensaio Variedade A tratada 0,101 109
(amostra n25) ’
22 Ensaio Variedade B ndo 0,101 101
tratada (amostra n21) !
22 Ensaio Variedade B ndo 0,103 100
tratada (amostra n22) ’
22 Ensaio Variedade B ndo 1,220 0,102 0,102 103 9%
tratada (amostra n23) ’ ’ '
22 Ensaio Variedade B ndo 0,103 81
tratada (amostra n24) '
22 Ensaio Variedade B ndo 0,101 104
tratada (amostra n25) '
22 Ensaio Variedade B tratada 0,103 89
(amostra n21) ’
22 Ensaio Variedade B tratada 0,101 93
(amostra n22) '
o . .
22 Ensaio Variedade B tratada 1,580 0,102 0,102 104 98
(amostra n23)
22 Ensaio Variedade B tratada 0,101 97
(amostra n24) ’
22 Ensaio Variedade B tratada 0,102 105
(amostra n25) ’
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice AD: Medi¢Oes da massa total na fase de secagem (22 Sementeira).

Medigges secagem (22 Sementeira)

Cédigo da amostra Tara do tabuleiro (kg) Tabuleiro + amostra inicial (kg) Amostra fresca (kg) Tabuleiro + amostra seca final (kg) Amostra seca (kg) % de agua perdida
12 Ensaio Variedade A nio tratada 0,805 2,032 1,227 0,899 0,094 7,66
12 Ensaio Variedade A tratada 0,798 2,246 1,448 0,914 0,116 8,01
29 Ensaio Variedade B nio tratada 0,798 1,980 1,182 0,906 0,108 9,14
2¢ Ensaio Variedade B tratada 0,802 2,348 1,546 0,985 0,183 11,84
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para

controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice AE: Medi¢Bes da massa total na pds-secagem (22 Sementeira).

Medigbes pés-secagem (22 Sementeira)

Codigo da amostra Tara do cadinho (g) Peso da amostra (g) Cadinho+MS (g) MS (g)

12 Ensaio Variedade A ndo tratada (amostra n21) 13,437 3,003 16,166 2,729
12 Ensaio Variedade A ndo tratada (amostra n22) 13,014 3,003 15,750 2,736
12 Ensaio Variedade A tratada (amostra n21) 13,435 3,005 16,192 2,757
12 Ensaio Variedade A tratada (amostra n22) 13,165 3,007 16,929 3,764
22 Ensaio Variedade B ndo tratada (amostra n21) 13,557 3,006 16,312 2,756
22 Ensaio Variedade B ndo tratada (amostra n22) 13,218 3,002 15,971 2,752
29 Ensaio Variedade B tratada (amostra n21) 13,575 3,003 16,364 2,790
22 Ensaio Variedade B tratada (amostra n22) 13,503 3,010 16,303 2,801
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Avaliagdo do efeito de fungicida sistémico no tratamento prévio de sementes de espinafre (Spinacia oleracea L.), para
controlar as perdas de plantas na instalagdo da cultura durante a época quente

Apéndice AF: Resultado e avaliagcdo obtida através da analise nutritiva as folhas de espinafre dos
ensaios realizados no campo BR2 (22 Sementeira).

Data de emiss&o do relatério 09/08/21
Designagao do ensaio Ensaio 1-vANT Ensaio 1-vA T Ensaio 2-vB NT Ensaio 2-vB T
Parametro Resultado | Avaliagdo | Resultado | Avaliacdo | Resultado | Avaliagdo | Resultado | Avaliagao
Azoto (N) 4,85% |Adequado| 503% [Adequado| 4,71% |Adequado| 4,73% |Adequado
é Fésforo (P) 047% |Adequado| 053% [Adequado| 048% |Adequado| 053% |Adequado
'g Potassio (K) 9,97% Alto 10,07% Alto 8,08% Alto 9,24% Alto
§ Magnésio (Mg) 1,55% Alto 1,44% Alto 1,39% Alto 1,40% Alto
g Calcio (Ca) 1,19% |[Adequado| 0,94% |Adequado 1,03% |Adequado| 1,12% |Adequado
Enxofre (S) 0,45% - 0,45% - 0,39% - 0,41% -
@ Boro(B) 50 mg/kg |Adequado| 52 mg/kg | Adequado | 51 mg/kg | Adequado| 52 mg/kg |Adequado
E Cobre (Cu) 13 mg/kg | Adequado | 15 mg/kg | Adequado| 10 mg/kg |Adequado| 11 mg/kg | Adequado
§ Ferro(Fe) 186 mg/kg | Adequado | 184 mg/kg | Adequado | 217 mg/kg Alto 257 mg/kg Alto
.g Manganés (Mn) 72 mg/kg |Adequado| 90 mg/kg | Adequado | 51 mg/kg | Adequado| 52 mg/kg |Adequado
= Zinco (Zn) 185 mg/kg Alto 149 mg/kg Alto 113 mg/kg Alto 112 mg/kg Alto
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