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Resumo

Este projeto teve inicio em dezembro de 2022 e terminou em novembro de 2023. Todo
o trabalho foi realizado nas instalagdes fabris da Asfertglobal, que se situam em Perofilho,
Santarém.

Este projeto teve como objetivo realizar bioformulagdes de origem vegetal e bacteriana
com o intuito de avaliar o seu efeito no controlo das doengas Fusariose e Podridao Cinzenta na
cultura do morango.

Apos a sua formulagdo, estes produtos foram sujeitos a testes de estabilidade e
envelhecimento, sendo selecionados os que obtiveram melhores resultados para testes de
antagonismo in vitro contra os fungos Fusarium incarnatum ¢ Botrytis cinerea. Apds serem
realizados os testes, as formulag¢des foram testadas nas plantas para avaliar a sua eficacia contra
os fungos mencionados.

Os resultados demonstraram que as formulac¢des de origem vegetal e bacterianos tinham
potencial para inibir os fungos Fusarium incarnatum e Botrytis cinerea, contudo, quando
aplicadas nos morangueiros infetados, embora tenham tido um impacto positivo no controlo
das doencas, ndo alcangcaram a mesma eficacia dos produtos comerciais de referéncia.

A formulagdo bacteriana Whole Broth (células bacterianas e metabolitos excretados) foi a
que mais se destacou quando aplicada aos morangueiros, mostrando resultados semelhantes aos
produtos comerciais de referéncia em termos de frequéncia e severidade das doencgas, bem
como na massa seca das plantas infetadas, no entanto, todas as formulagdes necessitam de ser
reformuladas para serem consideradas alternativas vidveis aos produtos comerciais no controlo

destas doengas.

Palavras-chave: Microrganismos; 6leos essenciais; Botrytis cinerea; Fusarium incarnatum,

sustentabilidade; morangueiro.
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Abstract

This project started in December 2022 and concluded in November 2023. All work was
carried out at the Asfertglobal facilities located in Perofilho, Santarém.

The objective of this project was to develop plant and bacterial-based bioformulations
to assess their effectiveness in controlling Fusarium wilt and gray mold diseases in strawberry
cultivation.

After formulation, these products underwent stability and aging tests, with the best-
performing ones selected for in vitro antagonism tests against the fungi Fusarium incarnatum
and Botrytis cinerea. Following these tests, the formulations were evaluated on plants to assess
their efficacy against the mentioned fungi.

The results demonstrated that both plant-based and bacterial formulations had potential
to inhibit Fusarium incarnatum and Botrytis cinerea fungi. Despite the positive effect of the
formulations on disease control, they did not achieve the same level of efficacy as the
commercial reference products when applied to infected plants.

The bacterial formulation Whole Broth (bacterial cells and excreted metabolites) stood
out the most when applied to strawberries, showing results comparable to commercial reference
products in terms of disease frequency and severity, as well as the dry weight of infected plants.
Nonetheless, all formulations need to be reformulated to be considered viable alternatives to

commercial products for controlling these diseases.

Keywords: Biofertilizers; microorganisms; essential oils; Botrytis cinerea; Fusarium

incarnatum; sustainability; strawberry; strawberry plant.
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1. Introducao

A agricultura ¢ uma das atividades mais importantes na evolucdo humana. A sua
pratica levou ao sedentarismo e ao aparecimento de comunidades humanas alocadas a um
determinado territorio.

A sua importancia nos dias de hoje mantém-se, sendo a sua pratica sujeita a desafios
como a produtividade e rentabilidade da atividade em si, mas também a diminui¢ao do
seu impacto e o caminho para a sustentabilidade ambiental (Pretty, 2008).

Com o aumento populacional a agricultura enfrenta o desafio de maximizar a
producao obtida em cada cultura sem baixar a qualidade do produto final. Um dos
problemas, desta maximizagdo de producdo ¢ o aparecimento de doengas ou pragas nas
culturas o que limita a sua comercializacao levando a elevadas perdas economicas (Oerke,
2012).

Nas ultimas décadas, observou-se que a utilizagdo excessiva de pesticidas
quimicos para o controlo de doencas tem efeitos nefastos nos diversos ecossistemas. Para
mitigar este problema tém-se desenvolvido solugdes alternativas, nomeadamente a
aplicagdo de produtos de origem biologica. A necessidade de praticar uma agricultura
mais sustentavel, assim como os novos regulamentos existentes na unido europeia para a
diminui¢do ou mesmo proibi¢do da utilizacdo de alguns compostos quimicos, devera
fazer com que os produtos de base bioldgica dominem o mercado agricola num futuro
proximo (Patel & Singh, 2019).

As doengas em plantas causadas por fungos representam perdas devastadoras na
producdo agricola. Considerando as preocupagdes crescentes sobre o uso excessivo de
pesticidas na agricultura, a investigagdo procurou praticas mais ecologicas e sustentaveis

para o controlo de doengas nas culturas.



1.1. Objetivos

Este projeto, teve como principal objetivo testar dois tipos de bioformulagdes,
nomeadamente, formulagdes de origem vegetal e bacterianas, para avaliar a sua eficacia
no combate das doencgas podriddo cinzenta e da fusariose na cultura do morango.

Na primeira fase deste trabalho, diversas bioformula¢des pertencentes aos dois
tipos foram avaliadas in vitro, quanto ao seu potencial inibitorio de fungos
fitopatogénicos causadores das doencas referidas anteriormente, nomeadamente, a
Botrytis cinerea e o Fusarium incarnatum.

Numa segunda fase, efetuaram-se ensaios de estufa para avaliagdo da eficacia de
algumas bioformulacdes, na prevengao e controlo das doengas provocadas por Botrytis

cinerea e Fusarium incarnatum em plantas de morangueiro.



2. Revisao bibliografica

2.1. O morangueiro

O morango era inicialmente uma fruta apenas consumida no verdo e durante um
curto espago de tempo, tendo em conta as suas caracteristicas de sabor e aroma singular,
no entanto, era um fruto apenas acessivel a classes com maior poder econémico (Palha,
2020).

Nos anos 70 e 80 do século passado, este fruto passou a ser cada vez mais
consumido pelo consumidor comum, havendo, paralelamente, um crescente aumento de
area de producao desta cultura. Desde 2000, que a area de producao nacional do morango
estagnou, no entanto, o consumo deste fruto continua a aumentar o que leva a uma
necessidade evidente de aumento de rendimento de producdo sem que este baixe a
qualidade (Palha, 2020).

O morangueiro ¢ uma planta herbacea rasteira pertencente a familia Rosaceae e
ao género Fragaria. Possui caule curto e fibroso, comummente designado por coroa.
Botanicamente o morango nido ¢ um fruto pois origina-se no desenvolvimento do
recetaculo floral de uma tunica flor com varios ovarios € nao do ovario como nos frutos.
O desenvolvimento desta espécie ocorreu em funcdo da hibridagdo natural do morango
silvestre do Chile que, quando descoberta, gerou alguma atencao pelo tamanho dos seus
pseudo-frutos (Malta, 2017).

Um dos grandes obstaculos, para o aumento do rendimento de produgdo deste
fruto ¢ o facto do morangueiro ser bastante suscetivel a doengas fingicas. As solucdes

que se encontraram para o combate destas doengas fungicas passam pela utilizagao de

Figura 1- Representagdo de um morangueiro.



produtos fitossanitdrios que impactam o meio ambiente e que podem levar ao
aparecimento de residuos em frutos (T6foli & Domingues, 2005).

O morangueiro ¢ uma cultura altamente suscetivel a doengas patogénicas,
decorrente da elevada taxa respiratori. Estes agentes patogénicos podem causar estragos
de menor ou maior intensidade, dependendo das condigdes a que as plantas estdo
expostas. Diversos patdgenos estdo associados as podriddes deste fruto, destacando-se

Botrytis cinerea e o Fusarium incarnatum (Malta, 2017).

Figura 2- Morangueiro (Lorena Panassolo, n.d.).

2.2. Variedades do Morangueiro

Os morangueiros apresentam uma vasta diversidade de variedades, cada uma com
caracteristicas distintas em termos de sabor, tamanho, resisténcia a doengas e
adaptabilidade a diferentes climas. Entre as variedades mais conhecidas, destacam-
seClique ou toque aqui para introduzir texto.:

Os morangos "Albion", reconhecidos pela sua resisténcia a doencas, produzem
frutas grandes, firmes e saborosas, adaptando-se bem a diversas regides (Morangos
Albion, n.d.).

Os morangos "Fragaria vesca", também designados como morangos silvestres ou
alpinos, sdo mais pequenos, mas extremamente aromaticos, frequentemente encontrados
na natureza e apreciados pelo seu sabor excecional (“Fragaria Vesca,” n.d.; Fragaria
Vesca L., n.d.)

A variedade "San Andreas" é conhecida pela sua resisténcia a doencgas, produzindo
frutas grandes, suculentas e doces ao longo da temporada de cultivo (Morangos San

Andreas - PLANTAR PORTUGAL, n.d.).



Os morangos "Seascape" sao valorizados pela sua capacidade de produzir frutas ao
longo de toda a estacdo de crescimento, sendo reconhecidos pela sua dogura e resisténcia
a doencgas (Fragaria < Ananassa “Seascape” - PictureThis, n.d.).

Os morangos "Honeoye" produzem frutas grandes, vermelhas e brilhantes, sendo
reconhecidos pela sua resisténcia ao frio, ideais para cultivo em climas mais frios
(Variedades - MAAE, n.d.).

Os morangos "Chandler" destacam-se pelo tamanho generoso das frutas e pelo
sabor doce, sendo populares em plantagdes comerciais devido a sua elevada
produtividade (Variedades - MAAE, n.d.).

Por fim, os morangos "Elsanta" sdo comuns em supermercados, gragas a sua
durabilidade, além de apresentarem uma aparéncia atraente ¢ um sabor equilibrado
(Variedades - MAAE, n.d.).

Ao selecionar uma variedade, é essencial considerar o clima local, preferéncias de
sabor e as condi¢des especificas para o cultivo, visando obter os melhores resultados na

producéo de morangos.

2.2.1.San Andreas
O morangueiro da variedade San Andreas ¢é bastante apreciado por agricultores e
entusiastas da jardinagem, gragas as suas caracteristicas particulares. Reconhecidos pelo
seu sabor excecional, os morangos oriundos desta variedade proporcionam uma
experiéncia gustativa doce e suculenta. A sua consisténcia firme e suculenta faz destes
morangos ndo so ideais para consumo fresco, mas também para diversas aplicacdes

culinarias, como sobremesas, saladas e sumos (Strawberry Licensing Program, n.d.).

Figura 3-Morangos San Andreas. (camposgeraisrural.com.b.)



Uma das vantagens notaveis desta variedade ¢ a sua elevada produtividade ao
longo da época de colheita.

Esta variedade tende a produzir uma quantidade significativa de frutas, tornando-
a uma escolha viavel tanto para cultivo comercial quanto doméstico. Além disso, a sua
resisténcia a algumas doencas comuns que afetam os morangos ¢ um ponto a favor,
reduzindo a necessidade de uso excessivo de pesticidas e facilitando o seu cultivo
(Variedades - MAAE, n.d.).

No que diz respeito aos cuidados, o morangueiro San Andreas prospera em solos
bem drenados e requer rega regular para manter a sua satide e produgdo. A disponibilidade
de luz solar adequada ¢ essencial para o seu crescimento ideal. Esta variedade geralmente
adapta-se bem a diferentes condigdes climaticas, mas ¢ importante considerar as
especificidades do local de cultivo para obter os melhores resultados (Morangos San
Andreas - PLANTAR PORTUGAL, n.d.).

Ao optar por cultivar morangos da variedade mencionada, é recomendavel seguir
praticas adequadas de manejo, proporcionando o ambiente ideal para o desenvolvimento

destas plantas, o que resultara numa colheita abundante e de qualidade superior.

2.3. Doencas do morangueiro

Figura 4- Morango infetado com Botrytis cinerea (yates, n.d.).

Os morangueiros sao propensos a varias doengas que podem impactar
negativamente o seu crescimento e a producao de frutos.
A podridao cinzenta, causada pelo fungo Botrytis Cinerea, ¢ uma das doencas mais

comuns e destrutivas para o morangueiro.



A fusariose, causada pelo fungo Fusarium sp., afeta principalmente as raizes e o
sistema vascular do morangueiro.

Além destas, o morangueiro também ¢ afetado por outras doengas como o oidio, a
antracnose ¢ o mildio. O oidio, causado pelo fungo Podosphaera aphanis, apresenta-se
como uma camada de p6 branco nas folhas e frutos. A antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum spp., resulta em lesdes escuras nos frutos. O mildio, causado pelo fungo
do género Peronospora, manifesta-se com manchas amareladas nas folhas, podendo
evoluir para manchas castanhas, com presenca de um mofo branco ou cinzento na face
inferior das folhas e eventualmente nos frutos (Jacinta Campo, 2007).

Em caso de identificagdo de sintomas de doengas nos morangueiros, € crucial agir
rapidamente, o que pode incluir a aplicagdo de fungicidas que tem consequéncias nefastas
para o ambiente e ¢ necessario arranjar alternativas econdmica e ambientalmente
sustentaveis. Neste trabalho, concentramo-nos em duas doencas especificas: Podridao

Cinzenta e Fusariose (Caroline Luiz, 2018).

2.3.1.Podridao Cinzenta
O fungo Botrytis cinerea ¢ responsavel pela doenga comumente conhecida como
podridao cinzenta. Este fungo ataca todos os 6rgdos do morangueiro em condigdes
favoraveis, como temperaturas entre 18°C e 25°C e com humidade relativa superior a
80%. Esta doenga atinge essencialmente frutos em fase de maturagao ou ja maduros, mas
pode comecgar a desenvolver-se durante a fase de floracdo. Frutos contaminados

apresentam uma massa mole de cor cinzenta (Palha, 2005)

2.3.2.Fusariose

Os fungos do género Fusarium sdo os responsaveis pela fusariose, uma doenga
que se torna mais ativa durante os meses de verdo, devido as condigdes ideais para sua
propagacdo e desenvolvimento. Os primeiros sintomas muitas vezes passam
despercebidos, pois a infecdo ocorre no subsolo, provocando danos principalmente nas
raizes do morangueiro. Ao infetar as raizes, estas comeg¢am a apodrecer, secar e a infe¢cdo
dissemina-se ao longo da planta através dos vasos condutores. Outro sinal ¢ o
murchamento das folhas localizadas na parte inferior. Quando nao controlada ou tratada,

esta doenca pode resultar na morte do morangueiro em 40-50 dias (Pires et al., 2012)



2.3.3. Tratamento e prevenc¢ao das doencas

Nos ultimos anos, o uso de fitossanitarios tem sido progressivamente restringido,
especialmente no que diz respeito a produtos quimicos que deixam residuos de pesticidas.
Essa restri¢ao envolve limites maximos admissiveis de residuos pos-colheita e a restrigao
da utilizag¢ao de algumas moléculas, como folpete, iprodiona, fenehexamida e pirimetanil
(Comissao Europeia, 2011).

Para combater eficazmente a podridao cinzenta, causada pelo fungo Botrytis
cinerea, ¢ a fusariose, causada por diversos fungos do género Fusarium, é crucial adotar
uma série de praticas especificas e direcionadas. E fundamental manter as plantas bem
ventiladas e remover regularmente folhas, flores e frutos infetados para permitir a redugao
de humidade ao redor das plantas, um fator que favorece o desenvolvimento dos fungos
(Palha, 2005). Além disso, o uso de microrganismos antagonistas, como Bacillus, pode
competir com a Botrytis cinerea € com o Fusarium, bem como a aplicagdo de extratos de
plantas com propriedades antifungicas (Bettiol et al., 2012).

Medidas preventivas, como inspecdes regulares para detetar sinais iniciais de
infecdo e a remocao imediata de partes afetadas, sdo igualmente importantes para ambas
as doengas. Melhorar a circulagdo de ar ao redor das plantas e evitar a irrigacao excessiva
também ajudam a minimizar o risco de desenvolvimento das doengas (Palha, 2005).

No manejo pos-colheita, ¢ essencial manipular frutas, flores e outros produtos
agricolas com cuidado para evitar lesdes que possam facilitar a entrada de fungos.
Armazenar os produtos colhidos em condigdes frescas e secas ¢ vital para proteger contra
a podriddo cinzenta e a fusariose, garantindo assim a qualidade dos produtos (Palha,
2005).

Implementar essas praticas adaptadas as condig¢des especificas do cultivo ajuda a
reduzir significativamente os riscos de podriddo cinzenta e fusariose, promovendo um

ambiente de cultivo mais saudavel e produtivo (Fry, 1982).



2.4. Oleos essenciais

Na agricultura, o termo "substincia ativa" estd frequentemente associado aos
pesticidas e produtos agroquimicos. Trata-se da componente do produto que confere a
atividade biologica ou quimica responsavel por controlar pragas, doengas ou plantas
daninhas das culturas.

Estas substancias ativas podem encontradas em herbicidas (utilizados para controlar
o crescimento de plantas daninhas), inseticidas (para combater insetos indesejados),
fungicidas (para prevenir ou eliminar fungos) ou outros agentes de controlo bioldgico ou
quimico. Sao selecionadas pelas suas capacidades especificas de atacar apenas o alvo
desejado, mantendo a seguranga para as plantas cultivadas e para o ambiente quando
aplicadas corretamente ¢ de acordo com as instrucdes.

Neste trabalho, as substancias ativas mencionadas sdo encontradas nos o6leos
essenciais/extratos vegetais utilizados e também na formulagdo bacteriana.

Estes extratos vegetais, oferecem alternativas naturais € menos toxicas para o
controle de doengas e pragas na agricultura, mas ¢ fundamental entender suas aplicagdes

especificas e seguir as orientacdes adequadas para obter resultados eficazes e seguros.

2.4.1.Extrato de Urtiga

O extrato de urtiga € conhecido por conter dcido formico e acido acético, ambos com
propriedades antifingicas. Estes compostos podem ser eficazes no combate a fungos,
embora a sua efic4cia possa variar dependendo do tipo de fungo e da planta. Aplica-se
geralmente por pulverizagdo nas plantas afetadas, mas € importante considerar a

severidade da infestacdo e seguir instrugdes especificas para cada cultura (Khan, 2020).

2.4.2. Timol:

O timol ¢ reconhecido pelas suas propriedades antifungicas, agindo na membrana
celular dos fungos. Esta substiancia ¢ geralmente aplicada diluida em &4gua, ou em
conjunto com outros compostos para melhorar sua eficdcia. A aplicagao foliar ou no solo
sdo os métodos comuns de aplicagdo, porém ¢ fundamental seguir as orientacdes do
fabricante para garantir resultados eficazes e minimizar qualquer efeito adverso nas

plantas (Chauhan et al., 2017)).



2.4.3.Cavalinha

A Cavalinha, rica em silica, pode fortalecer as estruturas das plantas, tornando-as
mais resistentes a doengas e pragas. A aplicacao do acido silicico, derivado dessa planta,
pode fortalecer as células das plantas, mas a sua eficacia varia de acordo com as culturas
e os métodos de aplicagao (Trebbi et al., 2021).

2.4.4.Saponinas:

As saponinas sdo compostos encontrados em plantas que possuem propriedades
inseticidas, pesticidas e antifingicas. Apesar disso, a eficacia das saponinas na agricultura
pode variar dependendo da praga ou doenca, € seu uso requer cuidados para evitar

impactos adversos nas plantas e no meio ambiente (Chapagain & Wiesman, 2007).

2.4.5.0leo de Laranja:

O dleo de laranja, rico em D-limoneno, ¢ utilizado como inseticida e pode apresentar
propriedades fungicidas e herbicidas. A sua aplicacdo, diluida em agua, ¢ comumente
utilizada na agricultura bioldgica para controlar uma variedade de pragas. Contudo, é
essencial seguir as recomendacdes de dosagem e aplicacdo para garantir a eficicia e

minimizar qualquer efeito prejudicial nas plantas (Feng et al., 2020).

2.4.6.0Oleo de Orégio

O orégdo ¢ reconhecido por conter compostos, como o carvacrol e o timol, que
demonstram propriedades inseticidas, pesticidas e antifiingicas. Apesar destas qualidades,
a eficacia do orégdo na agricultura pode variar consoante a praga especifica ou a doenca
em causa. O seu uso requer uma atengdo cuidadosa para evitar possiveis impactos
adversos nas plantas e no ambiente circundante. E fundamental, considerar as
recomendacdes de aplicacdo e dosagem para assegurar tanto a eficacia desejada como a

seguranga ambiental (Oleynikov, 202).

2.5. Biocontrolo
A regulamentacdo, cada vez mais rigida, do uso de produtos fitossanitarios e a
crescente vontade de avango para uma agricultura sustentavel conduz-nos ao
desenvolvimento de produtos de origem bioldgica. No caso das doencas causadas por
agentes patogénicos, o controlo bioldgico tem como objetivo equilibrar o

agroecossistema de forma a limitar o potencial do patdgeno ou aumentar a resisténcia do
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hospedeiro. O objetivo ¢ diminuir o impacto dos efeitos provocados por fitofarmacos e
melhorar a qualidade do produto final, razdo pela qual se t€ém vindo a desenvolver
produtos que envolvam na sua composi¢ao, extratos ou 0leos essenciais, caldas e indculos
microbianos (Es-Soufi et al., 2020; Lavras, 2012).

Os agentes de biocontrolo (microrganismos, extratos, o0leos essenciais, etc) de
doengas agem diretamente nos agentes patogénicos e fortalecem a resisténcia das culturas
a pragas ou doencas. Estes agentes, geralmente possuem péptidos, acidos gordos, hidratos
de carbono, enzimas e proteinas na sua composi¢ao (Hashem et al., 2019).

Os oOleos essenciais sao compostos naturais extraidos de plantas. Esta extracdo
traduz-se num produto altamente concentrado que tem propriedades bastante importantes
para a agricultura, pois estes O0leos tém capacidade de repelir insetos ¢ de ajudar no
controlo de pragas. Para além dessas propriedades, muitos destes produtos também
auxiliam na estimulac¢ao do crescimento das plantas, enriquecimento do solo e também
sdo eficazes contra fungos e bactérias. Alguns 6leos sdo também usados para atrair
polinizadores para as plantas (a partir do seu aroma), favorecendo a polinizagdo e,
consequentemente, aumentando a produtividade da cultura (Ootani et al., 2013).

No entanto, a eficacia da utilizagdo dos oOleos essenciais varia e requer doses
adequadas. No que toca ao controlo de doengas, tém tido resultados positivos tanto como
produtos de contacto como indutores de resisténcia (Lavras, 2012).

Wilson et al testaram a eficacia de varios 6leos essenciais para o controlo da doenga
provocada pelo fungo Botrytis cinerea e os que apresentaram melhor resultados foram os
de palma-rosa, tomilho, canela e cravo-da-india ( 1997).

Silva estudou e demonstrou a eficicia do tratamento da doenga provocada pelo
Fusarium spp. utilizando os 6leos de cravo-da-india, gergelim, girassol e erva-doce
(2019).

Além de Oleos essenciais tém sido muito estudados produtos a base de
microrganismos com bactérias pertencentes ao género Bacillus e estes tém mostrado
resultados bastante promissores no controlo de doencas.

Rababe Es-Soufi ef al demonstraram que Bacillus amyloliquefaciens Bc2 é eficaz
no tratamento da doenga Antracnose, maioritariamente provocada por patdégenos do
género Colletotrichum (Es-Soufi et al., 2020).

Leconte et al utilizaram lipopéptidos produzidos por Bacillus subtilis para

combater a sarna da macieira e os resultados foram mais uma vez bastante positivos.

(2022).
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Hong et al realizam um estudo que demonstrou que a utilizagdo de Bacillus
velezensis CE100 ¢ eficaz no controle das doengas Podridao e Fusariose na cultura dos
morangos. Além de inibir o crescimento desses fungos, a bactéria aumentou a biomassa
radicular e o rendimento dos frutos, mostrando ser uma alternativa segura e ecologica aos
adubos quimicos (2022).

O estudo feito por Toral ef al, demonstra que a bateria Bacillus Velezensis XT1,
aplicada preventivamente, melhora o crescimento e protege a cultura do tomate e do
morango contra o fungo Botrytis cinerea. Foram feitas aplica¢des radiculares, que
reduziram a incidéncia e a severidade da doenga mais de 50%. Além disso, houve um

aumento notorio da biomassa na cultura (2020).
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3. Material e Métodos

3.1. Localiza¢ao dos ensaios
Este trabalho foi realizado em dois laboratérios (um de microbiologia e um de
quimica) e numa estufa pertencentes a empresa Asfertglobal, localizada na Varzea,

Santarém.

TN

Figura 5- Sede da ASFERTGLOBAL.

3.2. Formulac¢oes
Neste trabalho foram formulados varios produtos de base vegetal, no laboratério de
quimica da empresa, e de base bacteriana, no laboratério de microbiologia. Estas

formulagdes foram testadas de forma preventiva na cultura do morangueiro.

3.2.1.Formulacdes de origem vegetal
As formulacdes a base de esséncias foram feitas no laboratério de quimica da
empresa ASFERTGLOBAL.
A formulacdo corresponde a uma mistura de 6leos essenciais, quer corresponda
apenas a um 6leo ou a varios podendo incluir outros compostos para garantir estabilidade

fisica e quimica (Quadrol).

Quadro 1- Compostos utilizados nas formulagdes ¢ as suas fungdes.

Compostos Produto Compostos Funcao

Extrato de Urtiga Atlas G-5000 Agente Tensoativo
Timol Tween 80 Surfactante

Oleo de laranja Alcool Gordo Surfactante

Cola de Cavalo Oleo essencial Oleo de girassol Solvente
Saponinas Agua Solvente

Oleo de Orégio Alcool isopropilico = Emulsionante
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A selecdo desses 6leos baseou-se em estudos prévios que demonstraram eficacia

no tratamento de doengas fingicas.

Quadro 2- Composigdo das formulacdes a base de 6leo, em percentagem e as suas caracteristicas visiveis.

Composto 1 2 3 4 5
Extrato de Urtiga spp. 0,2%
Saponinas 3%
Cola de cavalo 2% 2% 2%
agua 96,8% 85% 80% 28%
Tween 80
Oleo de orégdo e Timol 5% 8% 50% 8%
Atlas 10% 10%
Timol
Alcool Gordo 10% 10%
Oleo de girassol 80%
Classificacdo da mistura = Homogénea Bifasica Bifasica Bifasica | Homogénea
Composto 6 7 8 9 10
Cola de cavalo 2% 2% 2% 2 % 2%
Agua 56% 20% 50% 25%
Oleo de orégio e Timol 15% 8% 25%
Atlas 12% 20% 10% 15%
Timol 98% 50% 30% 13%
Alcool Gordo 15% 8% 20%
Classificacdo da mistura = Matéria ndo Biféasica Biféasica Bifasica Biféasica
soluvel
Composto 11 12 13
Saponinas 10% 10% 2%
Cola de cavalo 10%
Agua 30% 40% 30%
Alcool Gordo 30% 50%
Alcool isopropilico 8%
Oleo laranja 20% 60%
Classifica¢do da mistura Matéria ndo sollvel Homogénea Bifasica

As formulagdes foram submetidas a testes de estabilidade baseados na observagao

do nimero de fases aparentes, incluindo bifasicas, homogéneas, entre outras. Para

formulacdes bifésicas, a estabilidade foi avaliada agitando a mistura e observando se a

mesma se mantinha homogénea pelo menos 30 minutos.

Testou-se também a estabilidade da diluigdo em dgua, retirando 5 mL da amostra

e misturando com agua numa proveta de 50 mL, verificando se permanecia como uma

unica fase por 30 minutos, apds agitagao.
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Posteriormente, as formulacoes foram submetidas a trés testes de envelhecimento:
na estufa a 54°C, num frigorifico a 4°C e a temperatura ambiente, ao longo de
aproximadamente um més.

O teste de 54°C, simulou a degradagao acelerada para garantir a manutencao do poder
surfactante das formulagdes. A 4°C, garantiu-se que nao havia precipitagdo ou
congelamento, enquanto o teste a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C) avaliou

a estabilidade em condi¢des normais ao longo do tempo.

3.2.2.Formulacoes de base bacteriana

A partir do crescimento de uma estirpe de Bacillus sp. foram obtidas duas
bioformulagdes de origem bacteriana. A estirpe foi inoculada em meio nutritivo (nutrient
broth) e foi incubada a 28°C e 160 rpm, durante 24h.

A Dbioformulagao bacteriana whole broth consiste na cultura resultante do
crescimento descrito anteriormente (células bacterianas e metabolitos excretados).

A bioformulagdo cell free, consiste apenas nos metabolitos excretados. Para este
processo apds o crescimento da cultura, esta foi centrifugada a 4000 rpm durante 10
minutos. Recolheu-se o sobrenadante e o processo foi repetido novamente. O
sobrenadante foi posteriormente filtrado com membrana de 0,22 pm, obtendo-se assim

um filtrado livre de células.

3.2.3. Avalia¢do do potencial inibitorio das bioformulacoes

No ensaio de inibigao fingica, foi avaliada a atividade inibitéria de cada formulacao
contra os fungos fitopatogénicosBotrytis cinerea e Fusarium incarnatumin vitro. Cada
fungo foi inoculado e mantido em placas de Potato dextrose agar (PDA) e incubado a 28

°C durante 5-7 dias.

3.2.3.1. Avaliagdo do potencial inibitorio das formulagoes de base vegetal
As bioformulagdes vegetais foram diluidas 1/10 em dgua destilada estéril.
Foram adicionados 5 pl de cada bioformulagdo vegetal a 4 discos de papel de filtro
esterilizados e estes foram colocados perpendicularmente na periferia das caixas de petri
contendo meio PDA. Posteriormente, foram inoculados discos de micélio fungico de 6

mm no centro das placas de PDA.

.....
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Foi utilizado o método de cultura dupla, onde foram colocados discos de micélio
fingico de 6 mm no centro de placas de Petri com meio PDA.

Posteriormente, foram aplicadas 4 gotas de 5 ul da formulagdo whole broth na
periferia das placas, de forma perpendicular (como podemos observar na Figura 6).

As placas foram incubadas a 28 °C durante 5-7 dias.

Figura 6- Exemplo do método utilizado para avaliar o potencial inibitorio da formulagdo bacteriana.

3.2.3.3. Avaliacdo do potencial inibitorio da formulacdo bacteriana Cell free
Foi utilizado o método de incorporacdo, onde as placas de PDA foram suplementadas
com 10% da formulagdo cell free. Posteriormente, cada fungo foi entdo inoculado no

centro das placas como descrito anteriormente.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Apos o periodo de incubagdo,
mediu-se a expansdo do micélio (4 medidas perpendiculares do crescimento radial do
fungo, em centimetros) e calculou-se a percentagem de inibi¢cao em relagdo ao controlo,
que consistia no crescimento dos fungos sem qualquer bioformulagdo na placa, através

da seguinte férmula:

XRn x 100
XRcontrolo1 + XRcontrolo2 + XRcontrolo3 )

( : )

Sendo XRn a média do tamanho do raio do crescimento do fungo, n o niimero da

% inibicdo = 100 — (

repeticao (1, 2 ou 3)
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3.3. Delineamento experimental
Apds andlise dos resultados obtidos dos testes in vitro escolheram-se duas
formulacdes de origem vegetal ¢ uma formulagdo de base bacteriana que foram
posteriormente aplicadas aos ensaios de vaso com morangueiros para combater as
doengas (Quadro3).
Para todos os tratamentos testados foram utilizadas sete réplicas. No Quadro 3
podemos observar o nimero de plantas existentes em cada tratamento e doenca.

As réplicas usadas em casa tratamento foram escolhidas individual e

aleatoriamente.
Quadro 3-Tratamentos e nimero de plantas no ensaio.
Sem fungo Botrytis Fusarium
Patogénico cinerea spp.
Sem aplica¢do de produto 7 plantas
Controlo Positivo (quimico) 7 plantas
whole brothe 7 plantas
Formulacao 5
Formulagao 12 7 plantas

Formulacao 13
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3.3.1.Instalacdo da cultura
A cultura dos morangos comecou a ser instalada no més de janeiro. Todas as plantas

foram colocadas em vasos de 5 Lt.

T
,.‘,['N-"l’ul” ‘ !

Figura 7- Instalagdo da cultura em vaso.

Ap0s a instalacdo do ensaio, as plantas foram fertilizadas com um adubo NPK de
11-40-11 (25kg/ha, considerando 77500 plantas de morangueiro/ha) e com um bio
estimulante a base de algas (200ml/100L).

Posteriormente, as plantas foram infetadas com os fungos fitopatogénicos. O fungo
Fusarium incarnatum foi aplicado no substrato, enquanto o fungo Botrytis cinerea foi
aplicado de forma foliar. Os dois ensaios, foram tratados individualmente em
compartimentos separados da estufa.

No ensaio referente a doenca Podridao cinzenta, provocada pelo fungo Botrytis, as

plantas foram isoladas de forma a ndo deixar o fungo se espalhar pelo restante ensaio
utilizando-se sacos com uma membrana, que permitia a planta respirar sem deixar o

fungo disseminar.
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Figura 8- Morangueiro infetados com Botrytis.

Fez-se uma aplicagdo preventiva contra os fungos em estudo dia 10 de abril, uma
semana antes de inoculacdo dos fungos patogénicos. Depois de se inocular a doenga

(inicio da floragdo) comegou a tratar-se a cultura com as formulagdes escolhidas

anteriormente.
Quadro 4-Cronologia do ensaio.
Data Acdo
Janeiro Plantagdo dos morangueiros

4-14/04 Adubacgio do ensaio

17/04 Aplicagao do fungo Fusarium incarnatum

21/04 a 26/05 @ Aplicacgao dos tratamentos (7 aplicagdes)

9/05 Aplicagao de Botrytis
12/05 Avaliagao da doenga
22 /05a9/06 @ Analise da producdo da cultura

23/06 Célculo Biomassa, peso fresco

A avaliacdo da progressdo da doenca foi registada durante sete semanas apds a
inoculagdo do fungo patogénico. Ao longo do ensaio, foram registados os valores de
severidade e frequéncia das doengas Fusariose e Podriddo cinzenta.

A frequéncia ¢ o nimero de plantas com sintomas da doenca aplicada;

A severidade ¢ o grau de extensdo da doenga em cada planta;

Para a Fusariose calculamos uma percentagem do nimero de folhas apresentando

sintomas pelo total de folhas por planta e, no caso da Podridao cinzenta, foi efetuada uma
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avaliacdo visual com base dos sintomas externos, atribuindo uma escala com base no grau
de sintoma entre 1-10.

A severidade foi avaliada através das seguintes classes, correspondentes a area de
planta afetado particularmente flores e frutos: 1) 0-10%; 2) 11-20%; 3) 21-30%; 4) 31-
40%; 5) 41%-50%; 6) 51-60%; 7) 61-70% 8) 71-80%; 9) 81-90%;10) 91 100%.

Durante o ensaio foi também calculada a producdo de morangos com a doenca

Fusariose, retirando-se semanalmente todos os frutos da planta e pesando-se os mesmos;
somaram-se os valores obtidos ao longo do ensaio e retiramos o valor da producao em
cada tratamento.

Para a Podridao cinzenta nao se calculou a produgao, pois esta doenga faz com que

o fruto fique podre, devido ao uso de sacos protetores (com filtro) para diminuir a
propagacao da doenca no resto da estufa.

No final do ensaio, calculou-se o peso fresco em todos os tratamentos, pesando

todas as plantas do ensaio e obtendo uma média para cada tratamento. Desta forma
podemos analisar se as doengas influenciaram a produtividade da planta e o seu

desenvolvimento.

3.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando a andlise de
variancia de um fator (ANOVA), com um nivel de significancia de 0,05, para avaliar as
diferencas entre os tratamentos. As andlises foram realizadas separadamente para os
dados in vitro e para os dados das plantas.

Para os resultados in vitro, foi também aplicado o Teste T para verificar a
significancia das diferencas observadas. J& para os resultados das plantas, apos a
ANOVA, foram realizados testes a posteriori de Duncan para identificar as discrepancias
entre as médias dos tratamentos.

Todas as andlises foram conduzidas utilizando o software IBM SPSS, versao 27,

estando os resultados destas analises nos Anexos deste trabalho.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Formulacoes
4.1.1. Formulagoes de origem vegetal

Algumas formulagdes eram totalmente compostas por oleos essenciais, outras
formulagdes, por conterem também uma fase aquosa, eram bifasicas. Esta separagdo
visivel deve-se ao facto de os 6leos ndo serem soliiveis em agua.

Para eliminar a separacdo de fases foi adicionado um surfactante (7ween 80 ou
Atlas) atodas as misturas bifasicas. Este composto atuava de forma a manter a formulacao
homogénea durante, no minimo, 30 minutos, apos ser agitada.

Outro aspeto relevante nas formulagdes foi a diluicdo das mesmas em agua. O
surfactante adicionado, ndo s6 ajuda na possibilidade de se obter uma mistura
temporariamente homogénea, como permite que a diluicdo em &agua seja também
temporariamente homogénea.

Houve duas formulacdes (6 e 11) que ndo seguiram para testes de estabilidade e
envelhecimento visto que continham matéria visivelmente ndo soluvel, ndo tendo as
caracteristicas para prosseguir.

As restantes formulagdes passaram por testes visuais (aspeto, opacidade, etc) e de
estabilidade. Nesta primeira fase descartaram-se as misturas 3 e 4, pois ndo aparentavam
ter apenas uma fase, apds agitacdo durante 30 minutos.

Na Figura 9, podemos observar a formulacao 3, que ndo se manteve homogénea
durante 30 minutos, pois ¢ visivel uma separagdo na parte superior da proveta. Caso a
formulag@o nao obtivesse os resultados pretendidos ndo prosseguia para mais nenhum

teste.

S—

Figura 9- Exemplo de uma formuagﬁo cuja diluig¢do ndo ficou estavel
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Nos testes de envelhecimento, a formulagcdo 7 foi descartada, pois ao longo do

tempo era visivel matéria nao soltvel no fundo do frasco da amostra.

Ap6s se realizarem todos os testes, as formulagdes 1, 2, 5, 8,9, 10, 12 e 13 foram

testadas in vitro para avaliar o seu potencial inibitorio de fungos fitopatogénicos.

O Quadro 5, resume os 6leos essenciais utilizados nas formulagdes de origem

vegetal escolhidas para prosseguir.

Quadro 5-Oleos essenciais usados nas varias formulagdes.

N° Oleo usado N°  Oleo usado

1  Extrato de Urtiga e Saponinas 9 Timol

2 Jungdo de Oleo de orégio e timol 10 Cola de cavalo e jungdo de Oleo de
(5 %) orégao e timol (15 %)

5 Cola de cavalo e jungdo de Oleo de 12

orégao e Timol (8 %)

Saponinas

8  Jungdo de Oleo de orégio e timol 13

(8 %)

Oleo de laranja e Saponinas

Ao longo deste trabalho, as formulagdes vao ser mencionadas com o numero

indicado na tabela 5.
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4.1. Avaliacdo das bioformulacées na inibicio de fungos fitopatogénicos in

vitro
Usando as formulas anteriormente mencionadas, bem como as de origem
bacteriana, avaliamos os seus efeitos inibitdrios nos fungos fitopatogénicos Botrytis

cinerea e Fusarium incarnatum.

Figura 10- Fungo Botrytis a esquerda e fungo Fusarium incarnatum a

direita.

Medimos a expansdo do micélio obtendo-se os valores da percentagem de inibi¢dao

de cada tratamento, para cada doenga (método descrito no capitulo anterior).
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4.1.1. Formulagdes a base de 6leos
4.1.1.1. Fusarium incarnatum
Foi observado um efeito das formulagdes na inibicdo do fungo Fusarium
incarnatum (ANOVA, F =2,503, p =0,068). Observando a Figura 11 podemos verificar
que o oleo essencial 13 € o que se destaca, mostrando ser significativamente diferente dos

restantes. Foi por isso o escolhido como o mais promissor no tratamento da doenca

fusariose.

Fusarium incarnatum
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Figura 11- Percentagens de inibigdo do fungo Fusarium incarnatum pelas formulagdes a base de 6leos
essenciais. As barras representam médias + ¢. Diferentes letras por cima das colunas representam diferengas

significativas (teste Duncan)

No entanto, neste trabalho decidiu-se utilizar duas formula¢des de origem vegetal
por doenca e os dleos 5, 9 e 12 apresentavam os segundos melhores resultados. Apesar
de ndo terem diferencas entre si, foi escolhido o dleo essencial 12, pois mostrou a melhor

capacidade de inibi¢ao do fungo Botrytis cinerea.

Nas restantes formulagdes nao se observaram diferengas na capacidade inibitoria.
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4.1.1.2. Botrytis Cinerea

Foi observado um efeito significativo das formulagdes na inibicdo do fungo
Botrytis cinerea, presente na Figura 12 (ANOVA, F =4,046, p=0,011).

Botrytis Cinerea

b
b

Oleo 1 Oleo 2 0leo5 moGleo8 mbleo9 moleo 10 moleo 12 oleo 13

% de inibigdo
= N w Yy ()] (o)) ~l (o]
o o o o o o o o o
H

Figura 12- Percentagens de inibi¢ao do fungo Botrytis cinerea pelas formulagdes de origem vegetal. As barras

representam médias + ¢

Na Figura 12, observamos que o 6leo essencial 12 apresentou melhor desempenho,
seguido pelos Oleos 5 e 9. Estes resultados indicam a existéncia de trés grupos distintos,
sendo que a formulacdo 12 se diferencia significativamente das demais, conforme
evidenciado na propria Figura 12. Em contraste, como mostrado na Figura 12, as
formulagdes 5, 9 e 10 ndo apresentaram diferencas significativas entre si.

Foi escolhido o 6leo 5 devido a sua composigdo especifica, que inclui tanto timol
quanto 6leo de orégdo, permitindo avaliar a eficdcia da combinagdo de dois 6leos

distintos, em comparacdo ao 6leo 9, que contém apenas timol.

4.1.2. Formulacoes de base bacteriana
Relativamente a eficacia das formulacdes de base bacteriana (Figura 13 e Figura
14), observou-se uma maior inibicdo de Fusarium incarnatum pela formulagdo whole
broth relativamente a formulacao Cell free (73,74% e 50,72%, respetivamente). Quanto
a inibicao de Botrytis cinerea, apesar da formulacao Cell free ser ligeiramente superior a
formulagdo Whole broth (83,70% e 71,38%, respetivamente) ambas mostraram elevadas

percentagens de inibi¢ao (Figura 14).
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Fusarium incarnatum
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Figura 13- Representag@o grafica das percentagens de inibi¢do dos tratamentos do fungo Fusarium

incarnatum com as formula¢des de base bacteriana. As barras representam médias + ¢

Botrytis Cinerea
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Figura 14- Representagdo grafica das percentagens de inibi¢ao dos tratamentos do fungo Botrytis Cinerea

com as formulagdes de base bacteriana. As barras representam médias + ¢

Recorreu-se ao teste t-student para aferir se os valores das médias eram

significativamente diferentes entre si.
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Tabela 1- Resultados do teste t-student para o Fusarium incarnatum, 0=0,05.

Teste T-student
T 11,874
p-value <0,001

Tabela 2- Resultados do teste t-student para o Botrytis Cinerea, a=0,05.

Teste T-student
T -2,689
p-value 0,055

Observando os resultados presentes na Tabela 1 e na Tabela 2 concluimos que

para o Fusarium incarnatum hé diferencas significativas entre as médias (visto que o p-
value ¢ inferior a o) e para o Botrytis cinerea ndao ha (visto que o p-value ¢é superior a o).
Por esse motivo, como industrialmente ¢ mais dispendioso a produgdo de
formulagdes livres de células, foi testada apenas a formulagdo Whole Broth na avaliagao

de eficacia nos ensaios em estufa.
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4.2. Avaliacao das bioformulacées no controlo das doencas Fusariose e Podridao
cinzenta na cultura do morango
Como mencionado no subcapitulo anterior (4.1.1.Formulacdes a base de dleos),
apos a analise dos resultados obtidos dos testes in vitro escolheram-se 3 formulagdes de
origem vegetal (formulagdes 5, 12 e 13) e uma com base bacteriana para testar no
controlo da doenga Fusariose, provocada pelo fungo Fusarium incarnatum e podridao

cinzenta provocada pelo fungo Botrytis sp., em plantas de morangueiro.

Figura 15- Morangueiros utilizados no ensaio na altura da florag¢@o e desenvolvimento

dos primeiros frutos.

De forma a comparar os resultados obtidos nos tratamentos com produtos
comerciais cuja eficacia ja era conhecida, utilizamos como referéncia positiva bioldgica,

o Senerade, e um produto como referéncia positiva quimica, o Switch.

Figura 16- Ensaio com a doenga Podriddo cinzenta a esquerda e ensaio com Fusariose a direita.
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4.2.1. Analise da doenca Fusariose na cultura do morango
4.2.1.1. Anadlise da frequéncia da doen¢a Fusariose
Esta analise foi feita a partir da contagem do numero de plantas com sintomas das

doengas ao longo do ensaio, e os resultados estdo presentes na Figura 17.

Frequéncia de infecdo do Fusarium incarnatum
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== Controlo sem doenca Controlo Fusarium Whole Broth
Formulagdo 13 Formulagao 12 @ S\itch
e Senerade

Figura 17- Frequéncia da doenga Fusariose, com os varios tratamentos, ao logo do ensaio.

Como era expectavel as plantas onde ndo se aplicou a doenca foram as que
obtiveram os valores menores de frequéncia das doencas. O facto de os valores obtidos
da frequéncia das doencas ndo serem nulos, pode ser atribuido a uma possivel
contaminagao cruzada.

O grafico da Figura 17, mostra que as referéncias positivas testadas, Senerade e
Switch (linha verde e roxa, respetivamente), conseguiram retardar a doencga durante mais
tempo, obtendo com estes produtos os melhores resultados no tratamento destas plantas.

De referir que nos primeiros 25 dias ap6s aplicacao da doencga, a formulagao de
base bacteriana conseguiu atingir os mesmos resultados que a referéncia positiva
biologica. No entanto, apos esta data, os valores da formulagdo Whole broth (linha
laranja-clara) demonstram que esta formulacdo ndo consegue retardar a evolucdo da
doenca da mesma forma que a referéncia positiva biologica, Serenade.

Comparando as 3 formulagdes utilizadas neste projeto com o objetivo de controlo

da doenga, concluimos que a formulacao 12 (linha laranja-escura) atrasa a propagagao
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geral da doenga em 6 dias, a formulagao 13 (linha amarela) em 14 dias e a Whole Broth
em 28 dias.

Estes resultados mostram que, ao aplicar as formulagdes em teste, o agricultor
consegue atrasar a contaminacao total da cultura. Este atraso, permite ao agricultor retirar
a plantas infetadas e tratar o solo de forma a conseguir que a doenca ndo se propague,

evitando assim uma perda total da cultura.

4.2.1.2. Avaliacio da Severidade da doenga Fusariose
Esta analise tem como base o grau de extensdo da doenga, e os resultados estido

presentes na Figura 18.

Severidade de infe¢do do Fusarium incarnatum
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18 25 31 39 46 53 63

dias apds aplicagdo da doenga

-5,00

= Controlo sem doenca Controlo Fusarium Whole Broth
Formulagao 13 e FOrmulagdo 12 e Switch
e Senerade

Figura 18- Representagdo grafica da severidade da doenga Fusariose, com os varios tratamentos, ao logo do ensaio.

As linhas representam médias + c.

A Figura 18 representa a evolugao da severidade da infe¢do com a doenca Fusariose
em morangueiros, considerando diferentes tratamentos ao longo de 63 dias apos a
aplicacdo do fungo Fusarium incarnatum.

O Controlo Fusarium (linha cinzenta) refere-se ao controle da doenga em que o
fungo Fusarium foi inoculado, mas nenhum tratamento foi aplicado. Como esperado, este

grupo mostrou uma tendéncia claramente crescente ao longo do tempo, atingindo os
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niveis mais elevados de severidade entre todos os grupos analisados. Este resultado
confirma a previsdo de que, sem tratamento, a severidade da doenca aumenta
significativamente.

Por outro lado, os tratamentos efetuados com as referéncias positivas, Serenade
(linha verde) e Switch (linha roxa) demonstraram melhores resultados, mantendo a
severidade da doenca em niveis baixos durante todo o periodo de estudo.

A formulacdo bacteriana Whole Broth (linha laranja-clara) demonstrou uma
eficicia moderada. Embora nao tenha alcangado o desempenho dos tratamentos
comerciais (Serenade e Switch), apresentou niveis de severidade menores em comparagao
com as Formulagoes 12 e 13 (linhas laranja e amarela, respetivamente). Este
comportamento sugere que Whole Broth possui uma capacidade de inibicdo da doenga
relativamente maior do que as outras formulagdes experimentais.

As Formulacdes 12 e 13 (linhas laranja e amarela, respetivamente) mostraram uma
eficacia intermediaria, com a Formulagao 12 a ter um desempenho levemente melhor que
a 13. No entanto, ambas ainda precisam de ser aprimoradas para alcancarem niveis de
inibicao da doenca comparaveis aos dos produtos comerciais.

Estes resultados destacam a necessidade de otimiza¢ao das bioformulacdes
desenvolvidas, mas também indicam que existe um potencial consideravel para o uso
destas formulacdes como parte de uma estratégia de manejo integrado de doengas.
Combinadas com outros métodos de controlo, essas bioformula¢des podem desempenhar

um papel importante na prote¢ao de culturas contra a Fusariose.
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4.2.1.3. Andlise do peso fresco da cultura do morango infetada pela doenca
Fusariose
A biomassa das plantas foi analisada em todos os tratamentos, pesando as plantas e
obtendo uma média por tratamento e doenca.

Analisando a Figura 19, observa-se que todos os tratamentos aplicados resultaram
em pesos frescos superiores aos do controlo com doenga, indicando um impacto positivo
no controle da fusariose. Estatisticamente, ndo foi observada uma diferenca significativa
entre os tratamentos, o que sugere que nenhum dos tratamentos se destaca em relagao ao
controlo com doenga. No entanto ¢ necessario salientar que as condi¢des deste trabalho,
naturalmente, ndo sdo as mesmas condi¢gdes que a cultura teria em campo, pelo que ndo

podemos garantir que os resultados sejam os mesmos.

Peso fresco das plantas infetadas pela Fusariose
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Controlo  Controlo Whole Formulagdao Formulagdo SERENADE SWITCH
sem doengacom doen¢a  Broth 13 12
Tratamentos

Figura 19- Grafico de barras referente ao peso fresco das plantas infetadas pela Fusariose. As barras representam médias + o.

A Tabela 3 apresenta as percentagens de incremento de peso fresco dos diversos

tratamentos em comparag¢ao com o controlo positivo.
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Tabela 3- Percentagem de incremento de peso fresco dos varios tratamentos relativamente ao controlo positivo, da

Fusariose.

% de incrementos relativos ao controlo positivo

Controlo sem doenca 16 %
Whole Broth 25%
Formulagao 12 14 %
Formulacio 13 9%
Serenade 19 %
Switch 23 %

O produto Whole Broth mostrou um incremento de 25%, valor semelhante ao
obtido com o Switch (23%), que € uma das nossas referéncias positivas.

A Formulagdo 12 apresentou um incremento de 14%, ligeiramente superior ao da
Formulacao 13, que alcangou 9%. Apesar disso, nenhuma das formula¢des de base
vegetal superou os resultados das referéncias positivas.

De salientar que os tratamentos formulados neste projeto permitiram que as plantas
atingissem pesos proximos aos observados no controlo sem doenca, sugerindo que o uso
desses produtos ajudou a mitigar os efeitos negativos da Fusariose no desenvolvimento
das plantas. A relacdo entre o peso fresco das plantas e a severidade da doenga, indica
que os tratamentos foram eficazes em reduzir o impacto da Fusariose, mesmo que as

diferencas entre os tratamentos ndo sejam estatisticamente significativas.
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4.2.1.4. Andlise da producdo da cultura do morango infetada pela doenca
Fusariose
A producgdo demonstra-nos o peso fresco da quantidade de morangos que houve,
por tratamento, ao longo do ensaio.
Analisando o grafico presente na Figura 20, podemos concluir que o tratamento que

obteve melhores resultados de producao foi a referéncia positiva quimica Switch.

Producdes totais das plantas infetadas pela Fusariose
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Figura 20- Grafico de barras referente as produgdes das plantas infetadas pela Fusariose, por tratamento.

Todos os tratamentos obtiveram produgdes bastante superiores (Tabela 4) ao
controlo com doenca, o que nos prova que os produtos formulados t€ém um impacto

positivo na producdo de plantas ja infetadas.

Tabela 4- Percentagem de incremento da produgdo com os varios tratamentos na doenga Fusariose.

Controlo sem doen¢a 119 %
Whole Broth 127 %
Formulagao 12 123 %
Formulagao 13 120 %
Serenade 41 %
Switch 242 %
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As formulacdes realizadas neste projeto obtiveram melhores resultados que a
referéncia positiva bioldgica e muito proximos do controlo sem doenga, resultado
bastante interessante visto que a producao de uma cultura € um ponto muito importante e

determinante para os agricultores.
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4.2.2. Avaliacao da doenca Podridao Cinzenta na cultura do morango
4.2.2.1. Analise da Frequéncia da doeng¢a Podriddo Cinzenta
Esta analise foi feita a partir da contagem do ntimero de plantas com sintomas da

doenca ao longo do ensaio e os resultados estdo presentes na Figura 21.

Frequéncia de Infecdo do Botrytis cinerea
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Figura 21- Frequéncia da doenca Podriddo Cinzenta, com os varios tratamentos, ao logo do ensaio.

Comparando as formulagdes desenvolvidas neste projeto para o controlo Botrytis,
podemos concluir que essas formulacdes foram capazes de controlar e retardar o
progresso da doenca por periodos limitados.

Como era esperado, o controlo Botrytis atingiu rapidamente os 100% de infecao
por volta dos 25 dias apds a aplicacdo da doenca, indicando a alta agressividade de
Botrytis cinerea na auséncia de tratamento.

Entre as formulagdes testadas, a Whole Broth (linha laranja-claro), de base
bacteriana, retardou a infecdo mais eficazmente, mantendo-a abaixo de 80% até
aproximadamente 53 dias ap0ds infegdo.

A Formulagdo 5 (linha amarela), comegaram a mostrar sinais de infe¢do por volta
dos 25 dias apos infecdo, atingindo cerca de 80% apods 46 dias e 100% 63 dias apds

aplicacdo da doenca.
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A Formulagao 12 (linha laranja-escura), mostrou um desempenho semelhante, mas
com uma progressdo um pouco mais rapida, alcancando cerca de 60% de infecao aos 53
dias e 100% aos 63 dias apds infecao.

Ao observarmos a Figura 21, verificamos que o tratamento com Switch (linha roxa)
demonstrou ser o mais eficaz, mantendo a frequéncia de infe¢ao consistentemente baixa
ao longo de todo o ensaio, chegando a apenas 20% de infegdo até os 63 dias.

A Podridao Cinzenta ¢ uma doenga que se propaga por meio de esporos que podem
ser transportados pelo vento, agua, insetos, etc. Estes resultados sao muito promissores
no sentido preventivo pois, ao aplicar as formulagdes testadas neste projeto, o agricultor

conseguia retirar as plantas infetadas antes de a doenga se propagar por toda a cultura.
4.2.2.1. Avaliagdo da Severidade da doeng¢a Podriddo Cinzenta

Foi analisada a severidade da doenca que ¢ baseada no grau de extensdo da doenca

e os resultados estdo presentes na Figura 22.

Severidade de Infecéo do Botrytis cinerea

100,00

+

80,00 . T

60,00 >
40,00
20,00

—

0,00 1

18 25 3J9 46 53 63

-20,00 , .
dias apds aplicagdo da doenga
Controlo Botrytis Whole Broth Formulagdo 5
e Formulagdo 12 e S\yitch e Serenade

= Controlo sem doenga

Figura 22-Severidade da doenca Podriddo Cinzenta, com os varios tratamentos, ao longo do ensaio. As linhas

representam médias + G.
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A Figura 22 apresenta a evolucao da severidade da infecao com a doenca Podridao
Cinzenta ao longo de 63 dias apds a aplicagdo do fungo, comparando diferentes
tratamentos aplicados.

O grupo de Controlo sem doenga (linha azul-clara) mantém consistentemente uma
severidade de 0% durante todo o periodo de estudo, confirmando a auséncia de Botrytis
cinerea neste grupo, como esperado. Em contrapartida, o Controlo Botrytis (linha
cinzenta), que nao recebeu tratamento, revela uma tendéncia crescente na severidade da
doenga, atingindo aproximadamente 80% entre os dias 39 e 63 apos infecdo. Este
resultado confirma que a infe¢do se desenvolve de forma progressiva e intensa na
auséncia de medidas de controlo, servindo como referéncia para avaliar a eficacia dos
tratamentos aplicados.

O tratamento com Switch (linha roxa) destaca-se por ser o mais eficaz entre os
testados, mantendo a severidade da doenga baixa durante a maior parte do estudo. Nos
primeiros 39 dias, a severidade permanece abaixo de 20%, e mesmo no final do periodo
de observagao, nao ultrapassa os 80%. Este desempenho sugere que o Switch proporciona
um efeito protetor prolongado, retardando significativamente o avanco da infe¢do em
comparacao com outros tratamentos.

O tratamento com o Serenade (linha verde) também demonstra uma eficacia
notavel, especialmente nos primeiros 46 dias, onde a severidade ¢ mantida em niveis
baixos, similares aos do Switch. No entanto, a partir do dia 53, observa-se um aumento
menos acentuado, atingindo aproximadamente 70% ao final do periodo. Na fase final do
estudo, ambos os tratamentos com produtos comerciais demonstram uma capacidade
significativa de controlar a infe¢do.

A Formulacdo Whole Broth (linha laranja-clara) apresenta uma eficacia moderada.
A severidade da infegdo aumenta progressivamente, mas de forma mais contida em
comparac¢ao com o Controlo Botrytis, sugerindo algum nivel de protecdo. Este tratamento
ndo ¢ tdo eficaz quanto o Serenade ou o Switch, mas ainda assim consegue limitar o
progresso da doenca em relacdo as outras formulacdes testadas.

As Formulagdes 5 e 12 (linhas amarela e laranja-escura, respetivamente) mostram
resultados menos promissores. A Formulagdo 5, inicialmente apresenta uma pior
capacidade de inibicao da doenga, atingindo um pico ao redor dos 80% por volta do dia
39 apos infecdo, e permanece com valores elevados de severidade até o final do estudo.

A Formulagao 12, segue um padrao semelhante, embora com um aumento mais gradual,
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Massa em gramas

estabilizando em torno de 80% nos Ultimos dias. Esses resultados indicam uma eficécia
limitada destas formulagdes no controlo da infegao.

No geral, os resultados indicam que, embora o Serenade ¢ o Switch continuem as
opg¢Oes mais eficazes para o tratamento de Botrytis cinerea, hd um potencial promissor
para o desenvolvimento de novos produtos bioldgicos, como o Whole Broth.

No entanto, as Formulagdes 5 e 12 precisam de melhorias significativas para serem
consideradas alternativas vidveis. A combinacdo, ou sequenciamento de diferentes
tratamentos pode ser uma abordagem promissora para melhorar a gestdo da doencga a

longo prazo, especialmente em sistemas de manejo integrado.

4.2.2.2. Andlise do peso fresco da cultura do morango infetada pela doenca

Podridao cinzenta

Na figura Figura 23 podemos analisar o peso fresco das plantas de todos os

tratamentos, pesando as mesmas e obtendo uma média por tratamento.

Peso fresco das plantas infetadas pela Podridéao
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sem com sem Broth 12 5
doenga doenga doenga
(isolado)
Tratametno

Figura 23- Grafico de barras referente ao peso fresco das plantas infetadas pela Podriddo Cinzenta. As barras representam

médias + o.
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Observando a Figura 23, vemos que todos os tratamentos alcangaram massas
superiores ao controlo com doenca. No entanto, a partir da anélise estatistica (ANOVA
F=4.046, p=0.011) conseguimos ver que a formulacdo 5, 12 e a Whole Broth nao diferem
significativamente do controlo com doenga.

Os melhores resultados obtidos foram com o tratamento Serenade e Switch, que ndo
diferem significativamente entre si e que também ndo diferem, significativamente, das
plantas sem doenga.

A Tabela 5 detalha as percentagens de incremento de peso fresco dos diversos

tratamentos em comparag¢ao com o controlo positivo que € o controlo com doenga.

Tabela 5- Percentagem de incremento de peso fresco dos varios tratamentos relativamente ao controlo positivo, da

Podridéo cinzenta.

% de incrementos relativos ao controlo positivo

Controlo sem doenca 49
Controlo sem doenca (isolado) 18
Whole Broth 10
Formulagao 12 20
Formulacgao 5 24
Serenade 52

Switch 50

Os tratamentos Serenade e Switch destacaram-se com os maiores incrementos de
peso fresco, alcangando 52% e 50%, respetivamente, e ndo diferem significativamente
entre si, nem em relagdo ao controlo sem doenga. Por outro lado, a Formulagdo 5
apresentou um incremento de 24%, ligeiramente superior ao da Formulagao 12 (20%) e
ao do Whole Broth (10%).

Todos os tratamentos demonstraram pesos frescos superiores ao controlo com
doencga, evidenciando um impacto positivo na produtividade das plantas. Contudo,
nenhum dos tratamentos alcangou os niveis de producdo do controlo sem doenga,
indicando que a Podriddo Cinzenta ainda afetou o desenvolvimento das plantas, apesar
do aumento de peso fresco observado.

Nao se calculou a producao no caso da doenga Podridao Cinzenta pois, como
menciondmos anteriormente, quando infetada, a planta fica com frutos podres, logo ndo

¢ possivel contabilizar como frutos para consumo.
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5. Conclusao

Este projeto teve como foco principal o desenvolvimento de bioformulacdes a
base de compostos vegetais e bacterianos com o objetivo de controlar duas das doencas
fingicas mais destrutivas na cultura do morango: a Fusariose, causada por Fusarium
incarnatum, ¢ a Podridao Cinzenta, causada por Botrytis cinerea. O estudo foi realizado
no ambito de uma colaboragao entre a Escola Superior Agraria de Santarém e a empresa
Asfertglobal, onde todas as etapas experimentais foram conduzidas.

O trabalho desenvolvido ao longo de um ano, entre dezembro de 2022 e novembro
de 2023, incluiram a formulagdo de varios produtos compostos por extratos vegetais e de
culturas bacterianas, seguidos por testes de estabilidade e envelhecimento para selecionar
as formulagdes mais promissoras. Essas formulagdes foram posteriormente submetidas a
ensaios de antagonismo in vitro contra os fungos alvo e, na fase final, testadas diretamente
em morangueiro para avaliar sua eficdcia no controlo das doengas.

Os resultados obtidos mostraram que tanto as formulagdes de base vegetais quanto
as de base bacterianas, in vitro, possuem um potencial significativo para inibir o
crescimento de Fusarium incarnatum e Botrytis cinerea. No entanto, quando aplicadas
em morangueiros infetados, as formula¢des ndo atingiram a mesma eficacia observada
nos testes in vitro. Apesar de terem contribuido para a reducdo da frequéncia e severidade
das doengas, os niveis de controlo alcangados ficaram abaixo dos proporcionados pelos
produtos comerciais de referéncia atualmente disponiveis no mercado.

Entre as formulagdes testadas, a formulagao bacteriana denominada Whole Broth,
que consiste em células bacterianas e seus metabolitos excretados, destacou-se
significativamente. Este produto mostrou-se particularmente eficaz, apresentando
resultados que se aproximaram dos produtos comerciais de referéncia em termos de
controlo das doengas Fusariose e Podriddo cinzenta. Estes resultados indicam que a
formulagdo Whole Broth tem um grande potencial para ser desenvolvida como uma
alternativa viavel e sustentavel aos fungicidas quimicos tradicionais.

Contudo, os resultados obtidos sugerem que, para que essas bioformulagdes
possam competir de igual para igual com os produtos comerciais existentes,
nomeadamente Serenade e Switch, ainda sdo necessarias melhorias nas suas
composicdes. A eficicia das formula¢des quando aplicadas em condicdes reais de campo
precisa ser otimizada, e estudos adicionais sobre a dose e a frequéncia da aplicagdo podem

contribuir para a obtencdo de melhores resultados. Além disso, a estabilidade e a

41



durabilidade dos produtos sob diferentes condigdes climaticas e de armazenamento
devem ser avaliadas em estudos futuros.

Em um estudo semelhante, Igbal et al. testaram o potencial de biocontrolo de
Aureobasidium pullulans contra o fungo Botrytis cinerea € Phytophthora cactorum em
morangueiros, tanto in vitro em condi¢des semelhantes as utilizadas neste trabalho. Os
resultados mostraram uma maior eficacia do agente bioldgico quando aplicado de forma
preventiva. O estudo sugere que a pré-aplicacao do biocontrolador pode maximizar o seu
efeito, evidenciando a necessidade de otimizagao para alcangar um bom desempenho em
campo. Ambos os estudos demonstraram que, embora os biocontroladores mostrem
potencial significativo in vitro, ambos os estudos indicam que ainda ha desafios para
alcangar a mesma eficicia em condigdes reais de campo, quando comparados aos
fungicidas comerciais. Portanto, ha necessidade de aprimorar as formulacdes biologicas
e as suas aplicagoes (Igbal et al., 2021).

Outro ponto crucial que emergiu deste estudo ¢ a importancia de desenvolver
solugdes fitossanitarias que sejam, ndo apenas eficazes, mas também economicamente
viaveis para os agricultores. Considerando as tendéncias atuais de mercado e as crescentes
restricdes regulatorias quanto ao uso de produtos quimicos na agricultura, hd uma
oportunidade significativa para a inser¢ao de produtos biol6gicos, como os desenvolvidos
neste projeto, no mercado agricola. No entanto, para que essas solugdes sejam adotadas
em larga escala, ¢ fundamental que se demonstre ndo apenas a eficacia bioldgica, mas
também a viabilidade econdémica.

Este projeto, ao explorar e validar o potencial de bioformulagdes para o controlo
de doengas fingicas em morangueiros, contribui de forma significativa para o avango da
agricultura sustentdvel, proporcionando uma base soélida para futuras pesquisas que
podem se concentrar em aprimorar as formulagdes existentes, bem como em desenvolver
novas combinacdes de compostos bioativos que possam atuar sinergicamente para
aumentar a eficicia dos tratamentos. Além disso, a integragao de estudos sobre o impacto
ambiental destas bioformulagdes sera essencial para garantir que os produtos
desenvolvidos oferecam uma solucdo realmente sustentdvel e segura para o meio
ambiente e para a continuidade da atividade.

Em suma, o trabalho realizado pretende salientar a importancia e urgéncia no
desenvolvimento de alternativas bioldgicas para o controlo de doencas fungicas em
culturas agricolas. Embora os resultados até agora sejam promissores, eles também

ressaltam a necessidade continua de pesquisa e desenvolvimento para superar os desafios
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remanescentes. Com a crescente demanda por praticas agricolas sustentaveis, o sucesso
de projetos como este podera ter um impacto significativo na forma como as doencas das
plantas sdo geridas no futuro, promovendo uma agricultura que ¢ a0 mesmo tempo

produtiva e responsavel do ponto de vista ambiental.
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Anexos

Tabela A 1-1- Dados para realizar a avaliagdo da frequéncia do Fusarium in vivo.

Frequencia
| 05/mai/23 | 12/mai/23 | 18/mai/23| 26/mai/23| 02/jun/23| 09/jun/23 | 19/jun/23
17/abr
DATA
18 25 31 39 46 53 63
Controlo sem doenca 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 28,57 42,86
Controlo Fusarium 71,43 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Whole Broth 28,57 42,86 57,14 57,14 85,71 100,00 100,00
Formulagdo 13 42,86 71,43 85,71 100,00 100,00 100,00 100,00
Formulagdo 12 57,14 85,71 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Switch 0,00 0,00 28,57 28,57 28,57 42,90 71,43
Senerade 28,57 42,86 42,86 42,86 57,14 71,43 100,00
Tabela A 2- Dados para realizar a avaliagdo da Severidade do Fusarium in vivo
Severidade
05/mai/23 | 12/mai/23 | 18/mai/23| 26/mai/23| 02/jun/23 | 09/jun/23| 19/jun/23
DATA
18 25 31 39 46 53 63
Controlo sem doenga 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00 6,75
Controlo Fusarium 11,61 17,13 20,70 21,59 28,22 33,53 38,94
Whole Broth 1,92 6,51 8,85 9,71 11,80 13,49 18,57
Formulagdo 13 6,47 10,69 13,41 16,36 20,41 19,98 26,27
Formulagdo 12 5,81 21,46 19,27 17,25 20,06 22,34 31,59
Switch 0,00 0,00 3,28 1,46 1,42 6,27 7,58
Senerade 2,98 5,94 5,65 6,07 4,79 4,68 8,50
Tabela A 3- 1- Dados para realizar os graficos relativos a severidade do Fusarium in vivo.
Controlo sem doenca Grau | Grau | Grau | Grau | Grau | Grau | Grau
1 0 0 0 0 0 13 15
2 0 0 0 0 0 8 16
3 0 0 0 0 0 0 17
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
média 0 0 0 0 0 3 7
Desvio padrao 0 0 0 0 0 5 8
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Controlo Fusarium

1 13 28 25 21 26 33 40
2 20 | 18 | 26 | 19 | 27 | 32 | 33
3 18 13 25 33 32 36 35
4 11 21 17 19 30 40 38
5 20 | 13 | 18 | 18 | 24 | 29 | 45
6 0 14 20 22 28 31 40
7 0 13 | 14 | 19 | 30 | 33 | 42
média 12 | 17 | 21 | 22 | 28 | 34 | 39
Desvio padrao 8 5 4 5 2 3 4
Bacillus
1 0 19 14 19 12 16 23
2 0 13 14 16 19 18 22
3 0 14 17 15 15 10 22
4 0 0 17 17 17 14 13
5 0 0 0 0 10 15 14
6 5 0 0 0 10 | 12 17
7 9 0 0 0 0 10 20
média 2 7 9 10 | 12 | 13 19
Desvio padrao 3 8 8 8 6 3 4
Formulagao 12
1 15 13 13 15 25 16 26
2 17 17 18 13 20 24 37
3 14 11 14 21 19 24 22
4 0 18 | 19 | 17 | 21 | 24 | 26
5 0 17 19 14 16 17 28
6 0 0 11 17 24 15 24
7 0 0 0 18 19 21 21
média 6 11 13 16 20 20 26
Desvio padrao 8 7 6 3 3 4 5
Formulagao 13
1 10 21 17 17 21 20 33
2 14 27 23 20 22 27 31
3 11 24 16 19 24 25 30
4 6 31 29 14 18 23 29
5 0 19 16 22 19 21 36
6 0 29 24 17 21 21 30
7 0 0 11 12 16 19 32
média 6 21 19 17 20 22 32
Desvio padrao 6 10 5 3 2 3 2
Switch
1 0 0 14 0 0 0 11
2 0 0 9 0 4 15 | 15
3 0 0 0 6 3 0 5
4 0 0 0 0 0 19 | 16
5 0 0 0 0 0 11 6
6 0 0 0 4 4 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0




média 0 0 3 1 1 6 8
Desvio padrao 0 0 5 2 2 8 6
Serenade
1 9 10 | 10 9 3 12 9
2 12 12 15 16 9 3 6
3 0 19 15 17 13 4 16
4 0 0 0 0 8 11 7
5 0 0 0 0 0 3 5
6 0 0 0 0 0 0 11
7 0 0 0 0 0 0 7
Média 3 6 6 6 5 5 8
Desvio padrao 5 7 7 5 4 3

Tabela A 4-Dados para realizar a avaliagdo da frequéncia do Botrytis in vivo.
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Frequencia
17/04/2023 | 05/mai/23 | 12/mai/23 | 26/mai/23 | 02/jun/23 | 09/jun/23 | 19/jun/23 |
DATA
18 25 39 46 53 63
Controlo Botrytis 85,70 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Whole Broth 28,60 57,10 71,40 100,00 100,00 100,00
Formulagdo 5 71,40 85,70 100,00 100,00 100,00 100,00
Formulagdo 12 71,40 71,40 100,00 100,00 100,00 100,00
Switch 0,00 0,00 0,00 28,60 42,90 85,70
Serenade 0,00 0,00 28,60 71,40 100,00 100,00
Controlo sem doenca 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 28,57
Tabela A 5- Dados para realizar a avaliacdo da severidade do Botrytis in vivo.
Severidade
DATA
18 25 39 46 53 63
Controlo Botrytis 14,29 | 20,00| 65,71 70,00 75,71 85,71
Whole Broth 5,71| 10,00| 32,86 54,29 65,71 68,57
Formulacdo 5 12,86| 18,57 | 75,71 71,43 77,14 80,00
Formulagao 12 12,86| 30,00| 55,71 78,57 80,00 80,00
Switch 0 0 0 20 32,85714 | 72,85714
Serenade 0 0 10 34,28571 | 67,14286 | 72,85714
Controlo sem doenca 0,00/ 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00



Tabela A 6- Dados para realizar os graficos relativos a severidade do Botrytis in vivo

Grau | Grau | Grau | Grau | Grau | Grau

Controlo Botrytis

média
Desvio padrao

Bacillus

média
Desvio padrao
Formulagao 12

média
Desvio padrao

Formulagao 5

média
Desvio padrao

Switch
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Tabela A 7- Produgdes didrias dos morangueiros com Fusarium.

PRODUCOES DIARIAS

Tratamento 17/mai ‘ 22/mai ‘ 26/mai ‘ 30/mai ‘ 02/jun | 06/jun ‘ 09/jun | 23/jun
@ C/ DOENCA 112,3 54,3 31,1 22,2 8,6 39,7 27 0
@ S/ DOENCA 147,7 132,9 68,6 52,7 80,2 30,5 75,6 58,6
BS36 73,2 118 163,8 93,3 25,7 41,9 43,7 111,4
Formulacdo 13 276,1 111 77,9 53,9 37,5 44,2 31,9 26,8
Formulagdo 12 210,8 75,8 99,4 82 35,4 69,3 23,5 56
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Tabela A 8-Dados dos ensaios de antagonismo para tratamento estatistico

Antagonismo Fusarium Botrytis
BS36 77,34 77,17
BS36 71,94 72,83
BS36 71,94 64,13

Whole Broth 51,44 83,70

Whole Broth 49,28 79,35

Whole Broth 51,44 88,04
Oleol 0,71 2,85
Oleol 2,85 0,71
Oleol 2,85 1,78
Oleo2 1,78 2,85
Oleo2 3,91 1,78
Oleo2 2,85 2,85
Oleo5 3,91 43,42
Oleo5 6,05 15,66
Oleo5 1,78 26,33
Oleo8 3,91 0,71
Oleo8 3,91 1,78
Oleo8 2,85 0,71
oleo9 4,98 29,54
oleo9 9,25 28,47
oleo9 2,85 27,40

oleol0 4,98 29,54
oleo10 0,71 23,13
oleo10 3,91 14,59
oleol2 2,85 56,23
oleol2 4,98 66,90
oleol2 2,85 63,70
Oleo13 10,32 14,59
Oleo13 18,86 25,27
Oleo13 22,06 11,39

Tabela A 9-Resultados do teste T-student para os ensaios de antagonismo com Bacillus.

Fusarium
Teste T-student D
T 11,874
P <0,001
Teste T-student D
T -2,689
P 0,055




Tabela A 10-Resultados da ANOVA e do teste a posteriori de Duncan para os ensaios de antagonismo com os 6leos.
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Antagonismo contra Fusarium

ANOVA

F

9,329

P

<0,001

Teste a posteriori Duncan

Formulacdo 1

Formulacgdo 2

Formulacdo 5

Formulagdo 8

Formulagdo 9

Formulacdo 10

Formulacdo 12

Formulacdo 13

Q| T|(T|TC|TC|T|T|T

ANOVA

29,805

<0,001

Teste a posteriori Duncan

Formulacdo 1

Formulagdo 2

Formulacdo 5

Formulacdo 8

Formula¢do 9

Formulacdo 10

Formulagdo 12

Formulagdo 13

O | (TC|T|o |T(o |o




Tabela A 11-Dados dos ensaios in vivo para tratamento estatistico para a doenga Fusariose.

Pes | Severid | Severid | Severid | Severid | Severid | Severid | Severid
o ade 1 ade 2 ade 3 ade 4 ade 5 ade 6 ade 7
fres
co
Controlo | 114 0 0 0 0 0 13 15
sem
doenca
Controlo | 101 0 0 0 0 0 8 16
sem
doenca
Controlo | 81,7 0 0 0 0 0 0 17
sem
doenca
Controlo | 99,5 0 0 0 0 0 0 0
sem
doenca
Controlo | 102, 0 0 0 0 0 0 0
sem 8
doencga
Controlo | 108, 0 0 0 0 0 0 0
sem 7
doenca
Controlo 0 0 0 0 0 0 0
sem
doenca
Controlo | 90 13 28 25 21 26 33 40
com
doenca
Controlo | 91,2 20 18 26 19 27 32 33
com
doenca
Controlo | 65,9 18 13 25 33 32 36 35
com
doenca
Controlo | 82,3 11 21 17 19 30 40 38
com
doenga
Controlo | 96,7 20 13 18 18 24 29 45
com
doenca
Controlo 0 14 20 22 28 31 40
com
doenca
Controlo | 99,8 0 13 14 19 30 33 42
com
doencga
Bacillus 0 19 14 19 12 16 23
Bacillus | 109, 0 13 14 16 19 18 22
7
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Bacillus | 119, 0 14 17 15 15 10 22
5

Bacillus | 120, 0 0 17 17 17 14 13
0

Bacillus | 105, 0 0 0 0 10 15 14
0

Bacillus | 97,4 5 0 0 0 10 12 17

Bacillus | 108, 9 0 0 0 0 10 20
3

Formula | 78,7 10 21 17 17 21 20 33

¢ao 12

Formula | 89,8 14 27 23 20 22 27 31

¢ao 12

Formula | 105, 11 24 16 19 24 25 30

¢ao 12 4

Formula | 78,4 6 31 29 14 18 23 29

¢ao 12

Formula | 114, 0 19 16 22 19 21 36

¢ao 12 5

Formula 0 29 24 17 21 21 30

¢ao 12

Formula | 106, 0 0 11 12 16 19 32

¢ao 12 0

Formula | 85,3 15 13 13 15 25 16 26

¢ao 13

Formula 17 17 18 13 20 24 37

¢ao 13

Formula | 109, 14 11 14 21 19 24 22

¢ao 13 2

Formula | 95,1 0 18 19 17 21 24 26

¢ao 13

Formula | 82,3 0 17 19 14 16 17 28

¢ao 13

Formula | 120, 0 0 11 17 24 15 24

¢ao 13 9

Formula | 104, 0 0 0 18 19 21 21

¢ao 13 7
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Tabela A 12-Resultados da ANOVA e do teste a posteriori de Duncan dos ensaios in vivo para tratamento estatistico

para a doenga Fusariose

Peso Fresco
ANOVA - Tratamento
2,503
0,068
Teste a posteriori Duncan
Controlo sem doenca a
Controlo com doenga a
Bacillus a
Formulacdo 12 a
Formulacado 13 a
Severidade
ANOVA andlises repetidas
F P
Tempo 54,350 <0,001
Tempo x Tratamento 3,224 <0,001
Tratamento 58,932 <0,001

Tabela A 13-Resultados da ANOVA por cada tratamento de amostragem ¢ do teste a posteriori de Duncan dos

ensaios in vivo para tratamento estatistico para a doenga Fusariose.

Sever. T1 | Sever. Sever. | Sever. | Sever. | Sever. | Sever.
T2 T3 T4 T5 T6 T7
Tratamento F 3,738 9,295 14,324 | 19,423 | 63,308 | 58,627 | 37,857

P 0,014 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

Teste a posteriori Duncan

Controlo sem doenga b d d C d d d
Controlo com doenga a ab a b a a a
Bacillus b cd c a C c C
Formulagdo 12 ab a ab a b b b
Formulagdo 13 ab bc bc a b b b
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Tabela A 14-Dados dos ensaios in vivo para tratamento estatistico para a doenga Podriddo cinzenta.

Peso Severidade | Severidade | Severidade | Severidade | Severidade | Severidade

fresco | 1 2 3 4 5 6
Controlo sem 83 0 0 0 0 13 15
doenca
Controlo sem 0 0 0 0 8 16
doenca
Controlo sem 81,7 0 0 0 0 0 17
doenca
Controlo sem 99,5 0 0 0 0 0 0
doenca
Controlosem | 102,8 0 0 0 0 0 0
doenca
Controlosem | 108,7 0 0 0 0 0 0
doenca
Controlo sem 63,7 0 0 0 0 0 0
doenca
Controlo com 74 2 3 8 5 8 9
doenca
Controlo com 60,8 2 2 5 8 8 9
doenca
Controlo com 69,4 3 1 8 8 8 9
doenca
Controlo com 52,4 1 3 5 7 8 9
doenca
Controlo com 1 2 7 8 8 8
doenga
Controlo com 54,3 1 2 8 5 7 8
doenga
Controlo com 51 0 1 5 8 6 8
doenga
Bacillus 66,4 0 2 5 8 8 8
Bacillus 77,8 0 1 3 8 8 8
Bacillus 51,1 2 3 5 6 6 6
Bacillus 63,7 2 1 5 7 7 7
Bacillus 0 0 5 3 6 6
Bacillus 71,2 0 0 0 3 6 6
Bacillus 69,5 0 0 0 3 5 7
Formula¢do 5 | 105,6 1 3 8 7 7 7
Formulagdo 5 66,3 2 2 8 7 9 9
Formulagdo 5 50,9 2 1 8 7 9 9
Formulagdo 5 68,7 2 1 8 8 8 8
Formulagdo 5 64,4 2 0 7 8 8 8
Formulagdo 5 0 3 7 8 8 8
Formulagdo 5 77,5 0 3 7 5 5 7
Formulacao 57,5 2 5 6 8 8 8
12
Formulacao 72,3 2 5 6 8 8 8
12
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Formulagdo 70,1 2 5 6 8 8
12
Formulagdo 77 1 4 6 8 8
12
Formulacdo 78,1 0 2 5 8 8
12
Formulagdo 74,1 2 0 5 8 9
12
Formulagdo 95,3 0 0 5 7 7
12

Tabela A 15-Resultados da ANOVA e do teste a posteriori de Duncan dos ensaios in vivo para tratamento estatistico

para a doenga Podriddo cinzenta.

Peso Fresco
ANOVA - Tratamento
4,046
0,011
Teste a posteriori Duncan
Controlo sem doenca a
Controlo com doenga b
Bacillus b
Formulacdo 5 b
Formulacado 12 ab
Severidade
ANOVA analises repetidas
F P
Tempo 66,033 <0,001
Tempo x Tratamento 2,846 0,009
Tratamento 15,413 <0,001

Tabela A 16-- Resultados da ANOVA por cada tratamento de amostragem e do teste a posteriori de Duncan dos

ensaios in vivo para tratamento estatistico para a doenga Podridao Ciznenta.

Sever. Sever. | Sever. | Sever. | Sever.
Sever.T1 | T2 T3 T4 T5 T6
Tratamento 3,519 5,068 37,941 | 40,051 | 4,608 | 0,272 | 3,519

0,018 0,003 <0,001 | <0,001 | 0,005 | 0,894 | 0,018

Teste a posteriori Duncan

Controlo sem doenca b C d C b a
Controlo com doenca a ab ab a a a
Bacillus ab bc C b a a
Formulagao 12 a ab a a a a
Formulagdo 13 a a a a a
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