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“Remember to look up at the stars and not down at your
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about what makes the universe exist. Be curious. And
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SUMARIO

Numa tentativa de combater a disseminacdo do agente causador do cancro resinoso do
pinheiro (Fusarium circinatum) ao nivel de viveiros, isto é, disseminacdo dentro do viveiro e do
viveiro para populagdes florestais, foram conduzidos ensaios de modo a desenvolver estratégias
capazes de atuar ao nivel de duas grandes fontes de contaminacdo: a dgua utilizada na rega de

plantas hospedeiras e as sementes infetadas das mesmas.

No que respeita ao tratamento da agua de rega, produziu-se uma suspensdo de esporos
de Fusarium circinatum com uma concentrac¢do de 1,5x10° esporos/mL, tendo esta sido sujeita
a diversos tratamentos, dos quais sdo de destacar NaClO a concentragdes iguais ou superiores a
1%, Desogerme 1% e Hydrocare 4%, todos capazes de eliminar a 100% os esporos do patégeno,
mesmo a concentragBes elevadas como a utilizada neste ensaio. Os tratamentos que se
mostraram eficazes na elimina¢do de Fusarium circinatum foram testados ao nivel do impacto
destes na germinagdo de sementes de plantas hospedeiras (Pinus pinaster, Pinus radiata e Pinus

pinea), ndo se tendo verificado um impacto negativo para nenhum dos tratamentos avaliados.

Para os testes em sementes utilizadas pelos viveiristas, sementes de Pinus pinaster,
Pinus radiata e Pinus pinea inoculadas com Fusarium circinatum foram sujeitas a diversos
tratamentos. Nenhum tratamento foi eficaz na totalidade das espécies testadas, sugerindo a
necessidade de tratamentos adaptados a cada espécie, devido as diferengas de tamanho e
morfologia das sementes. O composto que foi testado pela primeira vez em sementes neste
ensaio, Mennoflorades, mostrou bastante eficdcia a concentracdo de 4%, mas aparentou ter um
impacto negativo na germinacdo das sementes de Pinus radiata e necessitou de um maior
tempo de atuacdo do tratamento para alcangar o mesmo nivel de eficacia em Pinus pinea. De
igual forma, o tratamento térmico humido a 60°C e o tratamento com etanol a 60% foram
capazes de eliminar totalmente o patdgeno em duas das trés espécies avaliadas (Pinus pinaster

e Pinus radiata; e Pinus radiata e Pinus pinea, respetivamente).

Palavras-chave: cancro resinoso; Pinus; sementes; dgua de rega; Fusarium circinatum



ABSTRACT

In an attempt to fight the spread of Fusarium circinatum, the agent of the Pine pitch
canker within nurseries and between nurseries and forest populations, the assays described in
this thesis were carried out in order to develop new strategies capable of acting on two of the
key sources of contamination: the water used for irrigation host plants and infected seeds of the

aforementioned plant hosts.

In what concerns to irrigation water treatment, a suspension of Fusarium circinatum
spores at a concentration of 1,5x10° spores/mL was produced and subsequently subjected to
various treatments, where NaClO at concentrations equal or higher than 1%, Desogerme 1% and
Hydrocare 4% showed to be of great relevance, with all of them being able to eliminate 100% of
the spores in suspension, even at a concentration as high as the one used in this assay. The
treatments that proved effective on Fusarium circinatum elimination were tested to see
whether they affected seed germination of host plants, with results showing that neither of

these treatments had a negative impact on it.

For the assays on seeds used by the nurseries, Pinus pinaster, Pinus radiata and Pinus
pinea seeds inoculated with Fusarium circinatum were subjected to various treatments. None
of these were shown to be efficient in across all three species tested, suggesting the need for
individualized treatment for each species, possibly due to the diferences in seed size and
morphology. The compound that was tested in seeds for the first time on this project,
Mennoflorades, showed high efficiency at a concentration of 4%, but appeared to have an
impact on Pinus radiata seed germination and a higher incubation time was needed to reach the
same level of efficiency in Pinus pinea. In a similar fashion, hot water treatment at 60°C and
treatment with ethanol at 60% concentration were able to totally eliminate the pathogen in two
of the three species of Pinus assayed (Pinus pinaster and Pinus radiata; and Pinus radiata and

Pinus pinea, respectively).

Keywords: pitch canker disease; Pinus; seeds; irrigation water; Fusarium circinatum
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1. INTRODUGAO

1.1.

Fusarium circinatum

1.1.1. Taxonomia

Fusarium circinatum Nirenberg & O’'Donnell é um fungo patogénico responsavel
pelo cancro-resinoso-do-pinheiro, tendo como hospedeiras inUmeras espécies do
género Pinus e Pseudotsuga menziesii. Pertencente ao filo Ascomycota, onde se incluem
diversos géneros de grande importancia, esta é apenas uma das muitas espécies
fitopatogénicas deste género, sendo que se estima que 80% das plantas cultivadas sdo
suscetiveis a pelo menos uma doencga causada por espécies de Fusarium (Leslie &

Summerell, 2006).

A sua taxonomia e designagdo sofreram bastantes altera¢des desde a sua
primeira descricdo em 1946 (Hepting & Roth, 1946) até 1998, quando Nirenberg e
O’Donnell o classificaram como uma espécie distinta com base na estrutura das suas
polifidlides e na presenca de hifas estéries circinadas, tendo-lhe sido atribuido o nome
de Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell, sendo a sua forma teleomorfica
designada Gibberella circinata Nirenberg & O’Donnell. Esta separa¢gdo como um taxon
distinto foi sustentada por linhagens filogenéticas resultantes da analise das sequéncias
dos genes codificantes da B-tubulina e de factores de alongamento (O’Donnell et al.,

1998; O’Donnell et al., 2000).

1.1.2. Morfologia

Quando inoculado em meio PDA (Potato Dextrose Agar, um meio
nutricionalmente rico que de uso generalista para fungos e leveduras que promove o
crescimento vicoso destes), Fusarium circinatum cresce a uma taxa média de 4,7
mm/dia quando incubado a 25°C no escuro. Neste meio os caracteres macroscopicos de
destaque sdo o micélio branco de aspeto felpudo com uma margem inteira e uma
coloracgdo violeta-acinzentada no centro, colora¢do esta que se verifica também no
reverso do agar, embora aqui possa variar do acinzentado, violeta-acinzentado até um
violeta escuro (O’Donnell et al., 1998). Ja em meio SNA (Spezieller-Ndhrstoffarmer Agar,
um meio de cultura pobre em nutrientes que para além de limitar a degeneracdo da
cultura, promove a esporulacdo uniforme e um bom desenvolvimento das células
conidiogénicas) o micélio do fungo é praticamente invisivel a olho nu, apresentando um
aspeto ralo (Paiva, 2011). No entanto, este meio é muito importante no diagndstico e

identificacdo de Fusarium circinatum uma vez que permite, com recurso ao microscopio
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Gtico (M.O.), observar com segurancga as hifas estéreis circinadas caracteristicas desta
espécie e as quais deve o seu epiteto “circinatum”. Outros caracteres microscépicos de
relevancia do patdgeno sdo os seus conidiéforos fortemente ramificados e de aspeto
arbuscular e os dois tipos de mitésporos, macro e microconidios que este produz em

cultura (Paiva, 2011).
1.1.3. Identificagdo molecular

A identificagdo molecular deste fungo estd dependente de qual o material
utilizado, podendo este ser micélio flngico isolado em meio de cultura ou material
vegetal. Alguns métodos, como PCR-RFLP, sdo vidveis apenas para identificagdo de DNA
do patdégeno em cultura pura, pois qualquer contaminante, incluindo DNA do
hospedeiro, poderad interferir com a identificagdo. Outros sao passiveis de ser utilizados
tanto para DNA extraido de cultura pura como de material vegetal, como sementes.
Aqui destacam-se os primers especificos (CIRCIA e CIRC4A) desenhados por
Schweigkofler et al. (2004) que tém como alvo a regido IGS do DNA ribossomal e
produzem um fragmento de 360pb (Schweigkofler et al., 2004), podendo ser aplicados
em PCR convencional ou SyBr green Real-Time PCR. Apesar de ser comum recorrer-se a
regido ITS paraidentificacdo de outras espécies de fungos, a andlise desta regido mostra-
se ineficaz na identificacdo de espécies de Fusarium uma vez que a maioria destas
apresenta duas cépias divergentes e nao-ortélogas da regido ITS2 (O’Donnell et al.,

1998).

1.2. O cancro resinoso do pinheiro

1.2.1. Mecanismos de dispersao e infe¢ao

Embora a dispersdo dos esporos de F. circinatum ocorra principalmente desde
o inicio da Primavera até ao inicio do Outono, o fungo pode subsistir durante os meses
de inverno em restos vegetais (lturritxa & Barredo, 2006), estando, portanto, o seu
indculo disponivel durante todo o ano. Em povoamentos esta dispersdao é feita por
fendmenos abidticos (chuva, vento e outros) e bidticos, como insetos ou outros vetores
animais e pela atividade humana. Dentro de viveiros, a atividade humana é o principal
fator de disseminacdo sendo aqui de destaque o movimento de material vegetal
infetado, que representa ndo sé6 uma fonte de dispersdo a curta distancia, mas
principalmente a longa distancia, com o comércio de sementes a representar o fator de

maior risco (Paiva, 2011).
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Apesar da infecdo de plantas hospedeiras estar geralmente associada a lesdes
na planta (por fendmenos meteoroldgicos, insetos ou acdo humana) que facilitam a
entrada do patdgeno, estudos recentes mostraram que esta ndo é necessdria para a
ocorréncia de infecdo (Swett et al., 2018), sendo que aberturas naturais da planta, como
os estomas das agulhas, podem servir igualmente como pontos de acesso (Mansilla et
al., 2005). Os insetos apresentam entdo um papel duplo na infecdo de um hospedeiro
com o patégeno, podendo ser simultaneamente vetores de transporte e facilitador do

estabelecimento da doenga (Brockerhoff et al., 2016).

Os mecanismos moleculares pelos quais o patégeno induz o estado de doenga
sdo, até agora, desconhecidos, mas alguns estudos ja estdo a ser conduzidos no sentido
de os perceber, mesmo que apenas parcialmente. Algumas publica¢des ja reportaram a
desregulagdo de alguns genes do hospedeiro na presenca de Fusarium circinatum,
incluindo, por exemplo, a indu¢do da expressdo de alguns genes relacionados com

respostas de defesa (Morse et al., 2004).
1.2.2. Sintomas

Embora se considere o cancro resinoso como uma doenga dinamica, com cada
foco da infecdo a apresentar sintomas que sdo resultado da interagdo Unica entre o
fungo, o hospedeiro e as condi¢Bes bidticas e abidticas prevalentes no local, existem

sintomas caracteristicos associados a esta doencga.

Os sintomas caracteristicos em plantas adultas incluem a presenca de cancros,
associados frequentemente a exsudagBes abundantes de resina. Estas podem causar
estrangulamento da copa da arvore e, consequentemente, a morte da mesma. Na parte
aérea verifica-se clorose (défice de clorofila), vermelhiddo e queda das agulhas dos
ramos infetados, juntamente com a seca destes ultimos. O stress hidrico e a morte
progressiva dos ramos que resultam da infecdo pelo patdégeno promovem uma

decadéncia no volume e qualidade da madeira (Landeras et al., 2005).

Ja em plantas jovens os sintomas caracterizam-se ndo so pelas exsudagdes de
resina, lesdes no caule e descoloracdo das agulhas, que secam da base para o topo da
planta, como também pela murchiddo e encurvamento dos dpices, devido a capacidade
do fungo Fusarium circinatum obstruir os feixes vasculares responsaveis pelo transporte
de agua, podendo este sintoma ser igualmente observado em ramos jovens de arvores

adultas (Solel & Bruck, 1990).
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As sementes sdo assintomaticas, podendo, contudo, conter o fungo a superficie
ou inclusive no seu interior, verificando-se a existéncia de trés tipos de infecao
diferentes: superficial, ndo-superficial latente e ndo-superficial ativo (Agusti-Brisach et
al., 2012). E entdo claro o seu papel importante na disseminacdo da doenca e a

importancia de medidas preventivas que atuem a este nivel (Wingfield et al., 2008).
1.3. O panorama nacional: impacto econdmico e ecolégico

Em Portugal a drea de floresta ocupa um total de 3 154 800 ha, correspondendo a
35,4% do territdrio nacional. Desta, 29% é ocupada pelas duas principais espécies de Pinus
naturalmente ocorrentes em Portugal, o Pinheiro-bravo e o Pinheiro-manso, ocupando a
primeira 714 445 ha e a segunda 175 742 ha (ICNF, 2013), o que nos leva a concluir que

sensivelmente 30% da floresta nacional é, entdo, suscetivel a esta ameaca.

Com diversas industrias dependentes da fileira do pinho, desde a produ¢do de méveis,
caixas de transporte e paletes com recurso a sua madeira, passando pela produgao de dleos
e outros produtos que usam a resina destas plantas como matéria-prima e ndo esquecendo
a inclusdo das sementes de determinadas espécies na alimentacao, as plantas do género
Pinus apresentam um enorme valor comercial, tendo a fileira do pinho em Portugal gerado
um volume de negécios de 3.281 milhdes de euros em 2016, representando 36% das
exportacdes nacionais no setor das industrias florestais e 3,4% do total de exportagdes

nacionais de bens nesse mesmo ano (i).

Numa altura em que a floresta nacional se encontra fragilizada apds os incéndios de
2017, onde mais de 260 mil ha de drea de povoamentos se perdeu para as chamas (ii), em
gue o nematode da madeira de pinheiro continua a ser uma ameacga e em que se tem
verificado um decréscimo drastico da taxa de arboriza¢do resultante da preferéncia dos
produtores florestais pela plantacdo de eucalipto em favor de espécies de pinho, o pinhal
nacional encontra-se sobre grande pressdo, constituindo portanto o patégeno Fusarium
circinatum um risco acrescido quer ao nivel ecoldgico quer ao nivel econédmico para a

floresta de pinho nacional e, consequentemente, para o nosso pais.

1.4. Distribuicao

1.4.1. Primeira detecdo e evolugdo

Tendo sido detetado pela primeira vez em 1946 no estado da Carolina do Norte, na
regido sudeste dos Estados Unidos da América (Hepting & Roth, 1946), de onde é nativo,

foi, entretanto, reportado noutros paises. No continente europeu, a primeira detec¢do do
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fungo data de 2005 em Espanha, com relatérios da sua presenca em viveiros de Pinus
radiata e Pinus pinaster e em povoamentos de Pinus radiata (Landeras et al., 2005), (Pérez-
Sierra et al., 2007). Outros paises europeus onde se observou a sua presenca incluem
Franca e Italia (Carlucci et al., 2007). Em abril de 2008 foi registada a primeira ocorréncia

em Portugal, num viveiro em Anadia (Braganca et al., 2009).
1.4.2. Atualidade

Hoje em dia, a sua distribui¢do na Europa estd limitada a Portugal e Espanha, estando
ainda presente em alguns estados dos Estados Unidos, no México, em alguns paises da

América do Sul, na Africa do Sul, no Japdo e na Republica da Coreia (Fig. 1) (iii).

Fusarium circinatum (GIBBCI)

Figura 1 - Distribuicdo mundial do fungo Fusarium circinatum na

atualidade. Fonte: EPPO

1.5. Organismo de quarentena

Sendo capaz de dispersdo pelo ar, agua e insetos, a sua principal via de disseminacdo é
a circulacdo de sementes e plantas (incluindo contentores e substratos). Como tal, e na
sequéncia do seu aparecimento na Europa, a Comissdo Europeia tomou medidas
regulamentares fitossanitarias de emergéncia (Decisdo Europeia n2 2007/433/CE de 18 de
junho) no sentido de evitar a sua introducdo e dispersdo em novas areas, constando
atualmente o fungo como organismo de quarentena na lista A2 da Organizacdo Europeia e

Mediterranica para Protecdo das Plantas (EPPO, 2013) (iv).
1.5.1. Medidas fitossanitarias em pratica

Estas medidas fitossanitarias implicam a destruicdo de todas as plantas ou sementes
dos lotes infetados e a manutencdo dos restantes lotes de plantas hospedeiras que
partilhem o mesmo local de producdo/atividade num periodo de quarentena de 2 anos.
Desde a sua primeira detecdo no territdrio nacional em 2008 e até junho de 2016, o fungo
Fusarium circinatum ja foi detetado em 15 fornecedores de materiais florestais de

reproducdo — MFR (plantas, sementes e partes de plantas), tendo sido destruidas cerca de
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1,5 milhdes de plantas hospedeiras e tendo ficado de quarentena, nos anos de 2014 e 2015,
815 mil plantas. No CENASEF, unico fornecedor nacional de sementes de Pinus pinaster,
foram destruidos 55,8 kg de semente de Pinus radiata, ficando de quarentena 2500 kg de

semente de diversas espécies hospedeiras (Ribeiro, comunicagdo pessoal).
1.5.2. Consequéncias econdmicas/ecolégicas

Para além do enorme impacto econdmico para os fornecedores devido ao periodo
de quarentena inviabilizar a comercializagdo das espécies hospedeiras (uma vez que os
requisitos legais estabelecidos no Decreto-lei n.2 205/2003 limitam a idade maxima de
comercializagdo de plantas até 2 anos), poderd também verificar-se uma diminui¢do na
disponibilidade de plantas de espécies hospedeiras, podendo resultar numa redugdo da

area a arborizar nos préximos anos, particularmente com pinheiro-bravo.
1.6. Estratégias atuais de prevengao

Atualmente sao, como referido anteriormente, aplicadas vdrias medidas de prevengdo
e quarentena de modo a promover um maior controlo de dispersdo da doenca e aos
fornecedores de MFR sdo indicadas as técnicas de gestdo e manutengao das suas culturas
de modo a prevenir o seu aparecimento nas mesmas. De grande importancia para a
prevencado da dispersdo do patdgeno sdo as analises obrigatdrias da presenca de Fusarium
circinatum nos viveiros antes de qualquer plantacdo ou comercializacdo de espécies
hospedeiras, realizadas por laboratdrios certificados e protocolados com o ICNF, I.P. como

o IPN-Fitolab.
1.7. Principios ativos e suas formas de a¢ao

Fungicidas sistémicos como o tiabendazol, pertencente ao grupo dos benzimidazéis,
foram testados em diferentes concentragdes, sem se verificar qualquer tipo de eficacia.
Adicionalmente, resisténcia a derivados deste composto ja foi comprovada entre diferentes
espécies de Fusarium (Yan & Dickman, 1993). A utilizagdo de perdxido de hidrogénio a 30%
ou do fungicida Thiram (dissulfeto de tetrametiltiuram) em sementes contaminadas foi
eficaz na eliminagdo do patégeno a superficie (Iturritxa & Barredo, 2006), ndo se verificando,
contudo, eficacia de nenhum método na eliminacdo do micélio do interior da semente que

nao afetasse a viabilidade da mesma (Wingfield et al., 2008).

18



1.7.1. Agua de rega

Uma das potenciais formas de disseminac¢dao do patégeno em viveiro é através da
agua utilizada na rega das espécies hospedeiras. Caso existam propdgulos do fungo nos
contentores onde é armazenada a dgua destinada a rega ou mesmo na propria agua de
rega, estes propagulos podem infetar e levar ao desenvolvimento dos sintomas acima
descritos e eventualmente levar a morte da cultura, o que, para além do grande prejuizo
para o produtor, poderia ter graves consequéncias a nivel ambiental na regido na
eventualidade do fungo se propagar para fora do viveiro. Assim, encontrar um tratamento
capaz de eliminar os propagulos de Fusarium circinatum em meio aquoso sem que
comprometa a viabilidade das plantas sujeitas a esta agua de rega tratada é um importante

passo para a adogdo de novas medidas preventivas na propagac¢do deste fungo.
1.7.1.1. Desogerme

Um esterilizante de superficies disponivel comercialmente cujo principio
ativo é um composto de amdnio quaternario (cloreto de benzalquildimetilamonio)
com biguanida cuja eficacia enquanto fungicida ja foi demonstrada na eliminacdo de
outras espécies de Fusarium (Nel et al., 2007), juntamente com outros compostos de
amonio quaternario pode prometer bons resultados no tratamento da dgua de rega.
A sua carga positiva (Fig. 2) reage com os fosfolipidos da membrana citoplasmitica,
causando distor¢dao desta e alterando assim a permeabilidade da mesma (Vieira et

al., 2006).

CI:I)/CnHZnH

/ N\ S
HiC CHy — ©

Figura 2 - Estrutura base do Cloreto de Benzalquidimetilamoénio. Adaptado de

https://en.wikipedia.org/wiki/Benzalkonium chloride#/media/File:Benzalkonium

chloride Structure V.1.svg

1.7.1.2. Hipoclorito de Sédio

Em solugdo aquosa, o NaClO ioniza-se a Na* e CIO" em equilibrio com acido
hipocloroso (HCIO), sendo este ultimo o agente ativo responsdvel pelas
caracteristicas de desinfecdo do hipoclorito de sédio, tendo um efeito de degradacdo
oxidativa em membranas celulares, proteinas e acidos nucleicos. Tendo o seu efeito
fungicida ja sido verificado em Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Nel et al., 2007) e

outros fungos fitopatogénicos (Macnish et al., 2010) e associando a isto o facto de
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ser um quimico ndo-residual de facil acesso, isto torna-o um candidato ideal para
testes da sua eficdcia na eliminacao de propagulos de Fusarium circinatum na agua

de rega.
1.7.1.3. Hydrocare

Apesar de o peroxido de hidrogénio (H,0,) ser um reagente oxidativo, ndo é
uma espécie radical, apresentando, portanto, uma reatividade limitada. Contudo, na
presencga de iGes metalicos de transi¢ao e através da rea¢do de Fenton, é uma fonte
de radicais hidroxilo (OH"). Estes radicais altamente reativos sdo capazes de atacar
guase todas as principais biomoléculas, como DNA, proteinas e lipidos, sendo estes
ultimos os mais suscetiveis, sofrendo o que se chama de peroxidagao lipidica (Bai et
al., 2003) que, ocorrendo nos acidos gordos polinsaturados que compdem a
membrana celular, compromete a viabilidade da célula, resultando em cellular
leakage (Lee et al., 1998). Danos extensivos em proteinas sdo improvaveis a ndo ser
gue a exposi¢cdo aos radicais seja prolongada ou em caso de estes reagirem em
determinados locais de algumas proteinas. Caso haja formacdo de radicais OH® na
sua vizinhanga, o DNA é rapidamente atacado por estes, estando tanto os aglcares
como as bases azotadas suscetiveis a oxidacdo, levando a single strand breakage,
degradacdo das bases e cross-linking com proteinas (Bai et al., 2003). No Hydrocare,
um reagente a base de perdxido de hidrogénio, existem nanoparticulas de prata que,
para além de entrarem na reagdo de Fenton (enquanto ido metalico de transicdo) e
levarem a formacdo dos radicais hidroxilo acima mencionada, tém também as suas
proprias caracteristicas biocidas, podendo causar dano direto as membranas
celulares ou impedir a producdo de ATP e a replicacdo de DNA caso haja uptake de
espécies Ag(l) soluveis pelas células (He & Waite, 2012). Como tal, também este

agente surge como possivel meio de tratamento.
1.7.2. Sementes de Pinus

A assintomaticidade das sementes das espécies hospedeiras ja acima referida resulta
nestas serem um dos principais meios de dispersdo a curta e longa distancia, tornando-as
um dos principais focos nos esforcos de combate a propagacdo do fungo Fusarium
circinatum, procurando-se um tratamento eficaz na elimina¢do do patégeno presente nas

sementes e que nao comprometa a sua viabilidade.
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1.7.2.1. Mennoflorades

Um desinfetante de superficies com eficacia fungicida comprovada,
incluindo sobre varias espécies de Fusarium. O seu principio ativo, dcido benzoico,
atua ao nivel da glicdlise, mais concretamente ao nivel da fosfofrutocinase, que é
inibida pela acidificacdo do meio intracelular causada pela acumulacdo extracelular
do benzoato. Esta inibicdo causa um efeito em cadeia de inibigdo das vias
metabdlicas e consequente diminui¢cdo da concentragdo e produgdo de ATP (Krebs
et al., 1983), tornando-o num bom candidato a ser testado na desinfe¢do de

sementes, algo nunca antes feito.
1.7.2.2. Captana

Um fungicida classico, o captana [N-(triclorometiltio)-4-ciclohexeno-1,2
dicarbociximida] atua ao nivel da mitocondria, sendo um desacoplador da
fosforilagdo oxidativa. As suas capacidades fungicidas estendem-se ainda a sua
afinidade por grupos sulfidrilo comuns nas enzimas mitocondriais, como a NADH-
desidrogenase e a B-hidroxibutirato desidrogenase, que leva a inibicdo das mesmas
e a sua capacidade de inibicdo de outros processos fulcrais na respiracao (Nelson,
1971). Todos estes fatores contribuem para este fungicida surgir com um bom

candidato para o tratamento de sementes de Pinus.
1.7.2.3. Etanol

Servindo, tal como outras moléculas alcodlicas, como base para muitos
fungicidas, o etanol sozinho ja apresenta atividade antifiingica, o que o torna por si
s6 um bom candidato. O seu principal alvo como agente de stress é a membrana
celular dos fungos, com a qual interage ao nivel da interface polar-apolar,
enfraquecendo a barreira hidrofébica e permitindo a troca livre de moléculas
polares, perturbando assim a estrutura e funcdo membranar. Para além disso
apresenta outros efeitos como a desnaturacdo de proteinas e a inibicdo do uptake

de varios nutrientes (Dao & Dantigny, 2011).
1.7.2.4. Tratamento Térmico Humido

Uma técnica ja usada no combate a varios fungos fitopatogénicos (28) e que

ja demonstrou alguma eficécia na eliminacdo de Fusarium circinatum em sementes
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de Pinus radiata (Agusti-Brisach et al., 2012) é o tratamento térmico humido, com
temperaturas letais para conidiésporos e micélio de 52°C e 55°C respetivamente,
segundo o reportado por Liao et al. (2008). Como tal, decidiu-se testar a sua eficacia

na desinfegao das sementes de Pinus utilizadas nesta dissertagao.
1.8. Objetivos

Esta tese insere-se no projeto do Grupo Operacional +PrevCRP enquadrado no
PDR2020, que envolve um total de 14 parceiros nacionais, contando com a presenc¢a de
varios institutos, associagdes de produtores florestais, viveiros e fornecedores de

fitofarmacos.

Pretende-se com este projeto desenvolver estratégias de prevenc¢ao do cancro resinoso
do pinheiro em viveiro, nomeadamente ao nivel da desinfe¢ao de sementes, substratos, da
agua utilizada na rega e dos contentores, sem comprometer a viabilidade das plantas. De
igual forma, pretende aferir o desempenho de novos substratos alternativos a casca de

pinheiro.

No final deste projeto, pretende-se desenhar novas estratégias sustentdveis que
minimizem ou erradiqguem o risco de dispersdao de Fusarium circinatum que sejam

implementadas em larga escala pelos fornecedores nacionais de MFR.

A presente tese incide no desenvolvimento de tratamentos para a desinfe¢do das
sementes do género Pinus e para a eliminagdo de propagulos do fungo na agua de rega. O
desenvolvimento de um ou varios tratamentos capazes de tal serd um passo importante na

minimizac¢do da dispersdao de um patdégeno com grande impacto ecoldgico e econémico.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Meios de cultura

No decorrer dos procedimentos experimentais foram utilizados 3 meios de cultura: PDA
(Potato Dextrose Agar), SNA (Spezieller-Ndhrstoffarmer Agar) e DCPA (Dichloran-
Chloramphenicol Peptone Agar), segundo a norma da EPPO para meios apropriados para
crescimento e identificagdo morfolégica de Fusarium circinatum (PDA e SNA) e para
isolamento do mesmo em tecido vegetal, como sementes (DCPA) (PM 7/91 (1), EPPO, 2009).
Estes foram preparados de acordo com as tabelas abaixo (tabelas 1-3), sendo as quantidades
ai indicadas as necessarias para a preparacao de 1L de solugdo. Apds a sua correta
preparac¢do, os meios foram esterilizados por autoclavagem a 121°C durante 20 minutos a
pressao de 1 atm. Finda a esterilizagdo, os meios foram deixados em banho-maria a 60°C
para estabilizarem a temperatura. De seguida foi adicionado estreptomicina a 0,5 mg/mL
aos meios de modo a prevenir o crescimento de bactérias Gram-negativas, ja no interior da
camara de fluxo, onde foram também espalhados para caixas de Petri de 5 e 9 cm de
diametro conforme a sua finalidade. Apés solidificar, as caixas foram seladas e guardadas
numa caixa fechada em local fresco até posterior utilizagao.

2.1.1. PDA

Este meio foi preparado segundo o indicado pelo fabricante VWR Chemicals (tabela

1).
Tabela 1 - Composi¢ao do meio de cultura PDA.
PDA 39g
dH,0 1L
2.1.2. SNA

O meio SNA foi preparado segundo o indicado na tabela 2, tendo-se acertado o pH

para um valor de 5,7.

Tabela 2 - Composigdo do meio de cultura SNA.

KH2P04 lg
KN03 lg
MgS0,¢(H,0); 0,5g
KClI 0,5g
Glucose 0,2g
Sacarose 0,28
Agar Técnico 20g
dH,0 1L
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2.1.3. DCPA

O meio DCPA foi preparado segundo o indicado na tabela 3.

Tabela 3 - Composi¢do do meio de cultura DCPA.

Peptona bacterioldgica 15g
KH2PO4 1g
MgSO,4e(H,0); 0,5g
Chloramphenicol 0,2g
Dichloran (0,2% W/V in etanol, 1.0mL) 2mg
Cristal Violeta (0,05% W/V in water, 0,0005g
1.0mlL)
Agar Técnico 20g
dH,0 1L

2.2. Detegao de Fusarium circinatum

A classificagdo do Fusarium circinatum como organismo de quarentena levou ao
desenvolvimento de técnicas especificas para a sua detec¢do, estabelecidas na norma da
EPPO (PM 7/91 (1), EPPO, 2009). Estas tém em conta os caracteres macro e microscopicos
referidos no ponto 1.1.2. e a identificagdo molecular referida no ponto 1.1.3. e foram
seguidas sempre que a detecdo do patdgeno era necessdria para a determinagdo de
resultados, sendo que apenas a corroboracdo das duas identificacdes (morfoldgica e

molecular) nos permite uma correta identificacdo do fungo.

2.3. Eliminagao de propagulos de Fusarium circinatum de agua de rega em viveiros

2.3.1. Preparacao da solugdo de esporos de F. circinatum

Foi repicado Fusarium circinatum em SNA e incubado a 25°C durante 30 dias de modo
a desenvolver estruturas reprodutoras. Apds confirmagdo ao M.O. de que as culturas
tinham esporos bem desenvolvidos, foi preparada a solucdo de esporos por lavagem das
caixas de C* (controlo positivo) com agua miliQ estéril, tendo-se recolhido o produto dessas
lavagens para um tubo de Falcon de 50mL. A concentragdo de esporos/mL da solugdo
obtida foi determinada com recurso a uma camara de Neubauer. A concentracdo de
esporos/mL foi, quando necessario, acertada para uma concentracdo final de 1,5x10°
esporos/mL. Para facilitar a contagem das UFCs (unidades formadoras de coldnias) no C*
foram realizadas diluigdes seriadas com diluicGes entre 1:1000 e 1:10 000 000, sendo a

contagem depois ajustada tendo em conta esta diluicao.
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2.3.2. Preparacao das solugdes para tratamento da agua de rega

Foram preparadas as solucGes a testar na sua eficacia na eliminacdo dos esporos:
NaClO 1%, 2% e 2,5% a partir de uma solu¢do stock de 10%; Desogerme 1% a partir de uma
solugdo stock de 100% e Hydrocare 50ppm (0,005%), 1%, 2%, 3%, 4% e 5% a partir de uma
solugdo stock de 100%. Todas as solugdes foram preparadas com agua da rede, de modo a

mimetizar ao maximo as condig¢des reais de aplicagao deste estudo.
2.3.3. Tratamento da solugao de esporos

A solugdo de esporos de Fusarium circinatum foi entdo incubada com cada um dos
tratamentos durante 15 minutos e subsequentemente plaqueada em PDA. Foi também
plaqueada a solu¢do de esporos nao tratada em PDA como C* e dgua da rede também em
PDA como C (controlo negativo). Todas as caixas foram incubadas a 25°C durante 30 dias,
sendo o crescimento de Fusarium circinatum monitorizado e a contagem de UFCs

realizada/atualizada sempre que necessario.

2.3.4. Impacto dos tratamentos utilizados na germina¢ao de espécies hospedeiras de

Fusarium circinatum

Os melhores tratamentos da tarefa anterior foram selecionados para testar o seu
impacto na germinagdao de espécies hospedeiras de Fusarium circinatum. Novamente,
todas as solugdes foram preparadas com dgua da rede, sendo esta também utilizada como

c.

Sementes de Pinus radiata, Pinus pinaster e Pinus pinea foram inoculadas em tubos
de ensaio com agar ndo contendo antibidtico, com 1 semente por tubo, 10 tubos por

tratamento (Fig. 3), num total de 40 tubos por espécie (3 tratamentos e o C).

Figura 3 - Sementes de Pinus radiata regadas com C-.
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As sementes foram regadas durante 50 dias a intervalos regulares e a sua germinagao

foi acompanhada ao longo deste periodo.

2.4. Tratamento de sementes de Pinus radiata, Pinus pinaster e Pinus pinea inoculadas
com F. circinatum

2.4.1. Preparacgao das solugdes para tratamento das sementes

Foram preparadas as seguintes solucdes: etanol 50%, 60% e 70% a partir de uma
solugdo stock de 96%, Captana 1,9g/L, e Mennoflorades 4% a partir de uma solu¢do stock
de 100%. Para a preparagao destas solugdes foi utilizada dH,0 estéril, tendo esta sido

também utilizada para os tratamentos térmicos humidos.
2.4.2. Tratamento das sementes

Os tratamentos foram aplicados nas sementes sob agitacdo durante o tempo de
aplicacdo correspondente ao mesmo, como indicado na tabela 4. Nos tratamentos
dependentes de temperatura, esta foi acertada e mantida com recurso a placas de

aquecimento com agitagcdo magnética.

Apds o tempo total de tratamento, as sementes foram recolhidas, secas e inoculadas

em meio DCPA.

Tabela 4 - Tratamentos aplicados nas sementes de Pinus e seus tempos de aplicagao.

Tratamento Tempo de aplicagdo (minutos)
Etanol 50% 5
Etanol 60% 5
Etanol 70% 5
Captana 1,9g/L 5
Mennoflorades 4% 60
Térmico Humido 52°C 30
Térmico Humido 55°C 30
Térmico Humido 60°C 15

2.4.3. Incubagdo e acompanhamento do crescimento flingico

Para todos os tratamentos, as sementes inoculadas foram incubadas a 25°C no
escuro durante 31 dias, sendo feito o registo de n2 de isolados de Fusarium circinatum, n2
de isolados de outros fungos e n? de sementes germinadas aos 5, 10, 15 e 20 dias, com

confirmacdo de altera¢des aos 30 dias. Registo fotografico foi feito aos 7 e 30 dias.

Todas as coldnias fungicas que cresceram foram repicadas para PDA e SNA e

incubados a 25°C no escuro durante um periodo minimo de 10 dias. Apds este periodo de
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tempo, foram feitas observacdes destes isolados ao M.O. para despiste da presenca de F.

circinatum.
2.4.4. Analise e confirmagao molecular de resultados

Foi feita extracdo de DNA para a confirmacdo dos isolados de Fusarium circinatum
identificados como tal por observacao da morfologia ao M.O. e para identificacdo de outros

isolados.

Para fungos ndo identificados morfologicamente como Fusarium circinatum
procedeu-se ao processo de extracdo de DNA com recurso ao kit REDextract-N.Amp PCR
ReadyMix (Sigma, EUA), segundo o protocolo indicado pelo fabricante. No final do

procedimento os DNAs foram guardados a -20°C.

Foi realizada uma reac¢do de PCR para amplificacdo da regido ITS dos DNAs extraidos
com recurso aos primers ITS1F e ITS4 (White et al.,, 1990; Gardes & Bruns, 1993),
confirmando-se a correta amplificagdo desta regido com uma eletroforese em gel de
agarose a 1,2% onde se verifica uma banda na regido das 580-750 pb. Os produtos de PCR
das regides ITS foram entdo purificados com recurso ao kit Exo/SAP Go PCR Purification da

Grisp e enviados para sequencia¢do por método de Sanger para a StabVida.

Os resultados da sequenciacdo foram entdo processados com recurso a bases de
dados de modo a determinar quais as espécies de fungos que cresceram (BLAST, Altschul

etal., 1997).

Para a confirmacdo da presenca de Fusarium circinatum observado ao M.O. foi
realizada uma extracao de DNA convencional por choque térmico a partir dos isolados. Para
tal, suspendeu-se micélio destes em 100 uL de Tris-EDTA 1x (Sigma, EUA) e colocou-se a -
80°C durante 3 minutos. Findo este tempo, descongelou-se a 75°C durante 3 minutos e
levou-se ao vortex por 2 minutos. Este processo de congelamento, descongelamento e
vortex repetiu-se 3 vezes, sendo que na ultima o passo de descongelamento foi alargado
para 15 minutos. Por fim realizou-se uma centrifugacdo a 15700g durante 5 minutos, tendo-
se retirado o sobrenadante para tubos de PCR limpos (Paiva, 2011). O produto resultante

foi purificado recorrendo ao anteriormente referido Exo/SAP Go PCR Purification Kit.

Outra reacdo de PCR foi realizada com os DNAs purificados, utilizando os primers
especificos para F. circinatum CIRC1A e CIRC4 (Schweigkofler et al., 2004) sendo também
realizada uma outra eletroforese de controlo em gel de agarose a 1,2% para se verificar se

existia ou ndo a banda especifica de 360 pb.
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2.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos do n2 de UFCs que se observaram nos tratamentos de agua de
rega e da percentagem de desinfecdo das sementes de Pinus foram analisados pelo teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis com analise post-hoc de Dunn com P < 0,01, tendo-se

recorrido ao software Past (versdo 3.25, Hammer et al., 2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Aguaderega

3.1.1. Eficacia na eliminag¢ao dos esporos de F. circinatum

0O n2de UFCs de Fusarium circinatum que cresceu nas placas de PDA inoculadas com
cada suspensdo tratada foi determinada por contagem, tal como no C*, e registada na

tabela 5, estando estes dados estatisticamente tratados e representados na figura 4.

Tabela 5 - Média de UFCs/mL de F. circinatum por tratamento.

Tratamento Meédia (n=5) Erro Padrdo % de desinfecdo
C+ 860000 18973,666 0
C- 0 0 N.A.
NaClO 1% 0 0 100
NaClO 2% 0 0 100
NaClO 2,5% 0 0 100
Desogerme 1% 0 100
Hydrocare 1% 3280 3,16227766 99,6186
Hydrocare 2% 401 5,05964426 99,5337
Hydrocare 3% 54 3,81575681 99,9937
Hydrocare 4% 0 0 100
Hydrocare 5% 20 10,9590146 99,9767

Como é possivel verificar pelos dados apresentados na tabela 5, varios tratamentos
foram capazes de alcangar 100% de eficicia na eliminacdo dos esporos de Fusarium
circinatum em suspensdo, nomeadamente NaClO nas trés concentra¢des testadas,

Desogerme a 1% e Hydrocare a 4%. A capacidade de degradac¢do oxidativa do acido
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Figura 4 - Média de UFCs de Fusarium circinatum por tratamento. Dados (n=5) associados a letras

diferentes sao significativamente diferentes, segundo o teste de Dunn (P < 0,001).
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hipocloroso resultante da dissolu¢dao do NaClO em dgua mostrou-se eficaz a eliminar todos
0s esporos, mesmo a concentracdo de 1%, demonstrando o mesmo efeito fungicida
reportado em Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Nel et al., 2007) e Botrytis cinérea
(Macnish et al., 2010) também em Fusarium circinatum. O mesmo efeito também se
verificou para o Desogerme a mesma concentracdo, que também tinha sido reportado
como eficaz na eliminacdo de Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Nel et al., 2007). O
Hydrocare sé teve 100% de eficacia a concentracdo de 4%, embora para as concentragcoes
iguais ou superiores a 2% tenha tido uma capacidade de desinfe¢dao sempre superior a 99%.
A diminuicao de eficacia entre Hydrocare 4% e Hydrocare 5% pode dever-se a saturagao
desta ultima solug¢do que levou, consequentemente, a formagao de um precipitado de
nanoparticulas de Ag. Assim, os ides metalicos de transi¢dao ndo estariam disponiveis para
reagir com o perodxido de hidrogénio e gerar os radicais hidroxilo necessdrios para a
desinfecdo. A eficacia do peréxido de hidrogénio em eliminar Fusarium circinatum ja havia
sido anteriormente demonstrada em sementes (Dwinell & Fraedrich, 1999), mostrando
agora este tratamento com Hydrocare uma capacidade semelhante na eliminagdo de
propagulos do fungo em solugao aquosa, com a inovac¢do das nanoparticulas de prata a
permitirem a utilizacdo de concentragées inferiores as anteriormente usadas. Assim, varios
resultados positivos foram obtidos e que podem indicar que se pode seguir para testes

posteriores de impacto na germinacgao e crescimento das plantas hospedeiras.

A andlise estatistica mostrou-nos a existéncia de trés grupos significativamente
diferentes, a, b e ¢, em que os dois primeiros representam crescimento de Fusarium
circinatum, ainda que com grande disparidade em termos do n2 de UFCs, e o ultimo os

tratamentos que ndo apresentaram qualquer crescimento de Fusarium circinatum.

Embora se tenha também testado o Hydrocare a uma concentracdo de 50ppm
(0,005%), a indicada na bula para desinfecdo de aguas de rega, este apresentou um
crescimentoigual ao C* ndo diluido, tendo-se verificado impossivel determinar o n2 de UFCs
neste tratamento, pelo que se escolheu omitir estes resultados da tabela e da andlise

estatistica, uma vez que ndo seriam relevantes para o objetivo do trabalho em questao.

A principal diferenca verificada entre os diferentes tratamentos que mostraram ser
eficazes na eliminacdo dos propagulos fungicos prende-se na sua capacidade de eliminar
ou ndo algumas bactérias que surgiram no C (Fig. 5.A). Aqui, verificou-se que o NaClO foi

eficaz na eliminacdo destas em todas as concentragdes testadas (Fig 5.D-F), tal como o
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Hydrocare para concentragGes iguais ou superiores a 1% (Fig. 5.G-K). O Desogerme a 1%,

por sua vez, ndo foi eficaz na eliminagdo do crescimento bacteriano (Fig. 5.C).

Figura 5 - Caixas inoculadas com os tratamentos de dgua de rega, 7 dias apds inoculagdo. A) C; B) C* diluido 1:1000;
C) Desogerme 1%; D) NaClO 1%; E) NaClO 2%; F) NaClO 2,5%; G) Hydrocare 1%; H) Hydrocare 2%; 1) Hydrocare 3%; J)
Hydrocare 4%; K) Hydrocare 5%.

3.1.2. Impacto na germinagao

O n? de sementes germinadas foi sendo registado ao longo de 50 dias (Fig. 7). Uma
vez que o NaClO foi eficaz em todas as gamas de concentrac¢do testadas, para este ensaio
escolheu-se a concentragdo mais baixa, 1%, de modo a minimizar ao mdaximo qualquer
possivel impacto que este possa ter na germinagdo das sementes. De igual forma, pretende-
se também minimizar o custo para os fornecedores de MFR numa possivel aplicacio em

contexto real.

Como podemos ver, em nenhum dos tratamentos se verificou um impacto negativo
na capacidade de germinagdo das sementes quando sujeitas a rega com os tratamentos
indicados uma vez que o n? total de sementes germinadas para um dado tratamento numa
dada espécie no final do ensaio nunca é inferior ao n2 de sementes germinadas dessa
espécie quando regadas com agua sem tratamento, verificando-se, inclusive, um aumento
da germinagdo em alguns dos casos. De igual forma, nenhum dos tratamentos aparenta
retardar a germinagdo de forma significativa, quando analisados os graficos de germinagao

ao longo do tempo.

Embora mais testes de impacto na germinacdo e viabilidade da planta segundo os
postulados existentes para tal sejam ainda necessarios, estando estes previstos no projeto

em que esta tese se insere e sendo levados a cabo pelos nossos parceiros no INIAV e no
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ISA, o facto de nenhum dos tratamentos que se verificaram eficazes na eliminacao dos
esporos de Fusarium circinatum aparentar impactuar negativamente a capacidade de
germinacao de sementes de espécies hospedeiras deste patégeno é um importante passo

na prevencao da propagacao desta doenca.

Dentro de todos os tratamentos, o facil acesso e custo reduzido de NaClO torna-o
um produto favorito para aplicacdo em contexto real, contudo o facto de este apresentar
capacidade biocida em bactérias também podera ser um potencial problema, devido as
relagbes simbidticas planta-bactéria que existem. De igual forma, o impacto destes
tratamentos em fungos que estabelecem relagdes simbidticas com as plantas nao foi
avaliado neste ensaio. Assim, os testes adicionais acima referidos que avaliem o impacto

dos tratamentos no crescimento e viabilidade da planta sdo ainda necessarios.
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Figura 6 - Germinagdo das sementes de: A) Pinus pinaster; B) Pinus radiata; C) Pinus pinea, ao longo de 50 dias de

rega com os tratamentos. D) N2 de sementes germinadas por espécie e tratamento no final de 50 dias de rega.
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3.2. Desinfe¢do de sementes de Pinus

O n2deisolados de Fusarium circinatum foi determinado por observacdao macroscépica

e microscépica e confirmado por analise molecular, e esta resumido na figura 7.
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Figura 7 - N2 Isolados de Fusarium circinatum em sementes no final de 31 dias por espécie analisada e por

tratamento.

Como podemos ver, nenhum tratamento foi eficaz na total desinfecdo das sementes
de todas as espécies. Contudo, houve sempre pelo menos um tratamento capaz de alcangar
100% de desinfecdo das sementes de uma dada espécie. De grande destaque sdo os
tratamentos Térmico Himido 60°C durante 15 minutos e Mennoflorades 4% durante 1h,
gue apresentam a maior taxa de eficacia entre todos os tratamentos, sendo 100% eficazes
na total desinfecdo de sementes de Pinus pinaster e Pinus radiata. Estes dois apresentam,
no entanto, dificuldades na desinfecdo total das sementes de Pinus pinea, embora reduzam
bastante o nivel de infecdo. Nesta Ultima espécie, os tratamentos mais bem-sucedidos sdo

Etanol a 60% e 70% durante 5 minutos.

Para as sementes de todas as espécies, a presenca de Fusarium circinatum foi sempre
confirmada por andlise molecular de acordo com a norma EPPO, por amplificacdo dum
amplicdo da regido IGS por taxon specific primers (Fig. 8.A) e as restantes coldnias fungicas
identificadas recorrendo a andlise da sua regido ITS (Fig. 8.B). No caso das sementes de Pinus

radiata, foi registada uma grande variedade de espécies fungicas diferentes, como
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Chromelosporium carneum, Cladosporium cladosporioides e Neurospora crassa, entre

muitos outros, tendo-se ainda detetado varios isolados com putativo interesse cientifico.

Figura 8- Eletroforeses realizadas no decorrer dos ensaios. A) Despiste da presenca de Fusarium circinatum em fungos
isolados das sementes tratadas de Pinus radiata por analise com os primers especificos CIRC1A e CIRC4A. B)
Confirmacgdo da correta amplificagdo da regido ITS de outros fungos isolados de sementes de Pinus radiata ndo

identificados como Fusarium circinatum.
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3.2.1. Pinus pinaster

O crescimento de Fusarium circinatum, de outros fungos e o n2 de sementes
germinadas foi registado para as sementes de Pinus pinaster tratadas ao longo de 31 dias e
encontra-se registado na tabela 6. Tal como referido acima, varios tratamentos se
mostraram eficazes na completa desinfecdo de Fusarium circinatum nas sementes desta
espécie, nomeadamente Etanol a 50%, Térmico Humido a 55°C e 60°C e Mennoflorades a

4%.

A andlise estatistica (Fig. 9) mostrou existirem dois grupos significativamente
diferentes. O grupo a, onde a percentagem de desinfe¢do foi muito reduzida ou nula, que
inclui os tratamentos térmico himido a 52°C e Captana a 1,9g/L, juntamente como C*, e 0
grupo b, onde se verificou uma grande ou total percentagem de desinfe¢ao e que inclui
todos os restantes tratamentos. Apesar deste agrupamento, os tratamentos que
alcangaram 100% de desinfegdo sdo os de maior destaque e relevancia para o trabalho em

questao.
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Figura 9 - Percentagem de infe¢do das sementes de Pinus pinaster por tratamento. Dados (n=5)
associados a letras diferentes representam resultados significativamente diferentes, segundo o

teste de Dunn (P < 0,001).

Verificou-se, contudo, uma grande diferenca na capacidade de eliminar outros
fungos entre os varios tratamentos, sendo de destacar aqui o tratamento com
Mennoflorades a 4%, que apresentou apenas crescimento de um outro fungo,
demonstrando a capacidade antifungica do seu principio ativo, benzoato, ja anteriormente

descrita (Krebs et al., 1983). Com este resultado, este tratamento mostra grande potencial
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antifungico ndo sé ao nivel da eliminagdo de Fusarium circinatum como possivelmente ao

nivel de outros fungos fitopatogénicos.

Relativamente ao efeito dos tratamentos na capacidade de germinagao das mesmas,

nenhum dos tratamentos testados eficazes na eliminagdo do patégeno aparentou ter um

impacto negativo na mesma, verificando-se sempre um n2 de sementes germinadas

superior ao registado no C" (tabela 6).

Tabela 6 - N2 de isolados de Fusarium circinatum, outros isolados fungicos e n? de sementes germinadas ao fim de

31 dias em Pinus pinaster.

Tratamento | Isolados  de F. | Outros isolados | Sementes
circinatum (total) (total) Germinadas (total)
C+ 50 0 2
C- 0 43 4
Etanol 50% 0 26 7
Etanol 60% 1 26 9
Etanol 70% 3 19 9
Térmico Humido 52°C 50 0 2
Térmico Humido 55°C 0 33 7
Térmico Humido 60°C 0 16 8
MennoFlorades 4% 1h 0 1 7
Captana 1,9 g/L 40 40 6

Figura 10 - Sementes de Pinus pinaster 15 dias apds tratamento: A) C; B) C*; C)

Mennoflorades 4%; D) Captana 1,9g/L; E) Térmico Humido 52°C; F) Térmico Himido

55°C; G) Térmico Humido 60°C; H) Etanol 50%; 1) Etanol 60%,; J) Etanol 70%.
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3.2.2. Pinus radiata

Novamente, o registo dos trés parametros em avalia¢do (crescimento de Fusarium
circinatum, crescimento de outros fungos e germinacdo das sementes) foi feito ao longo
dos 31 dias apds os tratamentos e os valores finais encontram-se registados na tabela 7.

Estes foram posteriormente sujeitos a andlise estatistica, estando esta representada

graficamente na figura 11.

Tabela 7 - N2 de isolados de Fusarium circinatum, outros isolados fungicos e n? de sementes germinadas ao fim de

31 dias em Pinus radiata.

Tratamento | Isolados de F. | Outros isolados | Sementes
circinatum (total) (total) Germinadas (total)
C+ 50 1 29
C- 0 15 41
Etanol 50% 2 8 32
Etanol 60% 0 10 27
Etanol 70% 2 6 30
Térmico Humido 52°C 50 1 18
Térmico Humido 55°C 47 1 31
Térmico Humido 60°C 0 7 37
MennoFlorades 4% 1h 0 2 10
Captana 1,9 g/1L 50 0 17

Embora a obten¢do de um tratamento Unico que apresentasse capacidade de
desinfecdo total nas trés espécies fosse ideal, os primeiros resultados obtidos em Pinus
radiata rapidamente mostraram que essa tarefa poderia se verificar ser bastante dificil
gquando comparados com os resultados obtidos anteriormente em Pinus pinaster.
Tratamentos que apresentaram uma taxa de desinfe¢do de 100% para Pinus pinaster nao
foram capazes de apresentar o mesmo nivel de a¢do nesta segunda espécie, como foi o
caso do tratamento com Etanol a 50% ou o tratamento Térmico Himido a 55°C. De igual
forma, o tratamento com Etanol a 60%, que na espécie anterior ndo tinha sido capaz de
eliminar o fungo Fusarium circinatum totalmente, demonstrou uma taxa de desinfecdo de

100% em Pinus radiata. Contudo, outros tratamentos continuaram a mostrar-se eficazes,
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nomeadamente o tratamento Térmico HUmido nas temperaturas de 55°C e 60°C e

Mennoflorades a 4%.

Mais uma vez se destaca a capacidade do Mennoflorades em eliminar ndo sé
Fusarium circinatum como também a maior parte dos outros fungos quando comparado
com os outros tratamentos. Por outro lado, ao contrdrio do que se verificou em Pinus
pinaster, em Pinus radiata este tratamento aparentou ter um impacto negativo
significativo na capacidade de germinagdo das sementes, verificando-se um grande

decréscimo no n2 de sementes germinadas entre as tratadas com Mennoflorades a 4%
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Figura 11 - Percentagem de infe¢do das sementes de Pinus radiata por tratamento. Dados (n=5)
associados a letras diferentes representam resultados significativamente diferentes, segundo o

teste de Dunn (P < 0,001).

Igualmente relevantes sdo os resultados obtidos no tratamento Térmico Humido a
52°C uma vez que nao se verificou a reducdao no crescimento de Fusarium circinatum
reportada por Agusti-Brisach et al. (2012), quando as sementes de Pinus radiata foram
submetidas a esta temperatura durante 30 minutos, podendo esta diferenca de resultados

se dever as diferencas na metodologia utilizada.
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Figura 12 - Sementes de Pinus radiata 15 dias apds tratamento: A) C; B) C*; C) Mennoflordes 4%,
D) Captana 1,9g/L; E) Térmico Himido 52°C; F) Térmico Himido 55°C; G) Térmico Himido 60°C;
H) Etanol 50%; 1) Etanol 60%; J) Etanol 70%.

3.2.3. Pinus pinea

Os ensaios em Pinus pinea mostraram ser mais desafiantes que as outras duas
espécies devido a grande quantidade de outros fungos que cresceram na maior parte dos
tratamentos (Tabela 8) e que dificultaram as observag¢Ges durante o periodo pds-
tratamentos. Esta grande quantidade, ao contrario do que aconteceu em Pinus radiata, ndo
se traduziu numa grande variedade de espécies, com a maior parte das coldnias a
pertencerem a um numero reduzido de espécies do género Trichoderma. O facto de
existirem poucos estudos com sementes desta espécie levou a uma dificuldade acrescida
no decorrer destes ensaios. Nesse sentido, o protocolo de desinfecdo e posterior
inoculacdo das sementes com Fusarium circinatum que é realizado por um parceiro do

GO+PrevCRP, nomeadamente o INIAV, continua a ser otimizado numa tentativa de obter
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resultados mais fidedignos e alcancar conclusdes no que a tratamentos desta espécie diz

respeito.

Ainda assim, a capacidade de eliminacdo de Fusarium circinatum dos tratamentos

testados nestas sementes foi avaliada e analisada estatisticamente (Fig. 13). Neste aspeto,

apenas dois tratamentos se mostraram 100% eficazes, nomeadamente Etanol nas

concentracoes de 60% e 70%, mostrando que a capacidade inibitéria do crescimento

fungico anteriormente descrita (Dao & Dantigny, 2011) se estende também a Fusarium

circinatum. De igual forma, nenhum deles aparentou ter impacto na germinag¢do das

sementes, sendo que no C ndo se verificou germinagdo de todo.
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Figura 13 - Percentagem de infecdo das sementes de Pinus pinea por tratamento. Dados (n=5)

associados a letras diferentes representam resultados significativamente diferentes, segundo o

teste de Dunn (P <0,01).

Tabela 8 - N2 de isolados de Fusarium circinatum, outros isolados e n2 de sementes germinadas ao fim de 31 dias em

Pinus pinea.
Tratamento | Isolados  de F. | Outros  isolados | Sementes
circinatum (total) (total) Germinadas (total)
C+ 50 1 0
C- 0 50 0
Etanol 50% 1 46 0
Etanol 60% 0 20 2
Etanol 70% 0 16 1
Térmico Humido 52°C 1 49 0
Térmico Humido 55°C 1 44 0
Térmico Humido 60°C 1 37 0
MennoFlorades 4% 1h 2 9 4
Captana 1,9 g/L 1 28 0
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Embora a andlise estatistica (Fig. 13) tenha agrupado todos os tratamentos como
significativamente semelhantes, sdo novamente de grande destaque aqueles capazes de

alcangar uma taxa de desinfe¢do de 100%.

Testes adicionais foram conduzidos nesta espécie, para confirmagdo de resultados,
uma vez que foi a primeira vez que se verificou que o Mennoflorades foi incapaz de eliminar
totalmente Fusarium circinatum. Um aumento do tempo de incubag¢do para 120 minutos

mantendo a concentragdo de 4% revelou-se entao eficaz na total eliminagdo do patédgeno.

Figura 14 - Sementes de Pinus pinea 7 dias apds tratamento: A) C; B) C*; C) Mennoflorades

4%; D) Captana 1,9g/L; E) Térmico Himido 52°C; F) Térmico Himido 55°C; G) Térmico Himido
60°C; H) Etanol 50%; 1) Etanol 60%; J) Etanol 70%.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Os resultados obtidos no decorrer deste projeto sdao um primeiro passo para o
desenvolvimento de novas estratégias de desinfecdo tanto ao nivel da dgua de rega como das
sementes de Pinus. Contudo, testes adicionais ao nivel do impacto dos tratamentos nas plantas
e ensaios em contexto real sdo ainda necessarios, antes destas estratégias poderem ser

aplicadas pelos produtores de MFR.

Sendo o primeiro objetivo o de desenhar um tratamento capaz de eliminar esporos de
Fusarium circinatum presentes em aguas de rega, os ensaios desenvolvidos mostraram que
varios tratamentos sao capazes de tal, nomeadamente tratamento com hipoclorito de sédio a
concentragdes iguais ou superiores a 1% e também Desogerme a 1%. Embora testes adicionais
sejam necessarios para determinar o possivel impacto destes tratamentos no crescimento das
plantas com eles regadas, os resultados obtidos mostram que nenhum destes afetou

negativamente a germinac¢do de sementes de espécies de Pinus.

Ao nivel da desinfecdo das sementes de Pinus, os resultados obtidos mostram que as
diferengas de tamanho e morfologia das sementes levam a diferentes eficacias na eliminagdo
do patdgeno para um mesmo tratamento, sugerindo a necessidade de tratamentos especificos
para cada espécie. Ainda assim, o tratamento com Mennoflorades 4% mostrou ser bastante
eficaz tanto para Pinus pinaster como para Pinus radiata. Um aumento do tempo de atuagdo do
tratamento de 60 para 120 minutos levou a que mostrasse igual eficicia em Pinus pinea,
demostrando o grande potencial deste novo farmaco enquanto desinfetante de sementes.
Contudo, embora muito eficaz na elimina¢do de Fusarium circinatum, este tratamento
aparentou ter um impacto negativo na germinacgao das sementes de Pinus radiata, pelo que ndo
serd o tratamento ideal para esta espécie. Outros tratamentos também foram capazes de
alcangar 100% de desinfecdo em duas espécies diferentes, como o tratamento térmico himido
a 60°C durante 15 minutos em Pinus pinaster e Pinus radiata ou etanol 60% em Pinus radiata e
Pinus pinea. S3o entdo de realgar os seguintes tratamentos para a desinfecdo total de Fusarium
circinatum das sementes das seguintes espécies: para Pinus pinaster, incubacdo com
Mennoflorades 4% durante 60 minutos; para Pinus radiata, tratamento térmico hiumido a 60°C
durante 15 minutos; e para Pinus pinea, incubagdo com etanol a 60% durante 5 minutos. Todos
estes tratamentos foram 100% eficazes na eliminagdo de Fusarium circinatum nas respetivas
espécies sem se ter verificado que afetassem a germinagdo das sementes. Ensaios adicionais em
Pinus pinea continuam a ser necessarios apds otimizacdo do protocolo de inoculagdo das

sementes com o patdgeno de forma a diminuir o nUmero de coldnias fungicas que crescem apds
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inoculacdo das sementes em meio e que dificultaram a detecdo de Fusarium circinatum no
decorrer dos ensaios. Testes adicionais da viabilidade das sementes apds serem sujeitas aos
tratamentos sdo ainda necessarios e fica ainda por explorar o potencial de sinergia entre alguns
tratamentos, como Mennoflorades 4% associado a um aumento de temperatura, algo ja

sugerido por Agusti-Brisach et al. (2012).

Ao longo dos ensaios de desinfecdo das sementes, varios fungos foram isolados e a sua
regido ITS sequenciada. Da andlise destes resultados surgiram varios isolados com potencial

interesse, abrindo-se também aqui novas vias de investigagao.
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