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Resumo

Os nematodes fitoparasitas causam elevados prejuizos na atividade agricola, principalmente
quando a sua densidade populacional é elevada. E imprescindivel proceder a sua
identificacdo, com o intuito de implementar medidas de luta eficazes adaptadas a cada

situacao e visando a sustentabilidade dos sistemas de producéo.

Os nematodes pertencentes aos géneros Meloidogyne (nemétodes das galhas radiculares) e
Globodera spp. (nemétodes de quisto) incluem espécies de grande impacto nas culturas que
parasitam e algumas espécies sdo consideradas de quarentena.

Este estudo teve por objetivo identificar as espécies destes géneros e contribuir para o
conhecimento da sua prevaléncia na ilha de Sdo Miguel, procurando determinar quais as
espécies que mais impacto estdo a causar na horticultura dos Agores. Numa primeira fase
foram recolhidas as amostras de vérias parcelas e diversos municipios da ilha de Sao Miguel,
procedendo-se depois a extracao dos nematodes, através do método de Fenwick no caso de
Globodera spp., e com o método da flutuacdo centrifuga em solucédo hipersaturada de
sacarose, para Meloidogyne spp. Apoés a extracdo, procedeu-se a detecao das formas méveis
dos nematodes do género Meloidogyne, e de fémeas (quistos) de Globodera spp., e

decorrente contabilizacdo do numero de individuos em cada amostra.

Em relacdo a pesquisa de Globodera spp., ndo se detetaram quistos em qualquer das
amostras analisadas, permitindo concluir que estes nematodes terdo uma distribuicado muito

restrita na ilha.

No caso de Meloidogyne spp., os nematodes detetados seguiram para biotestes visando
infetar raizes de tomateiro e obter material bioldgico para andlise bioquimica e identificacéo
da espécie. Deste estudo resultou a primeira dete¢do no pais das espécies M. incognita em
brécolos, ervilha, acelga, pepino e curgete; de M. arenaria em feijao verde e couve repolho; e
de M. javanica em espinafres, contribuindo com conhecimento relevante para a distribuicdo

dos nematodes das galhas radiculares em Portugal e na Europa.

Palavras-Chave: neméatodes das galhas, neméatodes de quisto, nematodes fitoparasitas, Ilha
de S. Miguel.



Abstract

Plant parasitic nematodes cause high losses in agriculture worldwide, especially when their
population density is high. To implement effective control measures adapted to each situation
and aiming at the sustainability of production systems, an accurate species identification is

essential.

Nematodes belonging to the genera Meloidogyne (root-knot nematodes) and Globodera (cyst
nematodes) include species with high impact on the crops they parasitize, and some species
are included in the quarantine lists.

This study aimed to identify the species of both genera and contribute to the knowledge of their
prevalence in Sdo Miguel Island, as well as to determine the species that are causing the
greatest damage to horticultural crops in the Azores. As a first step, samples were collected
from several areas and several municipalities on Sdo Miguel Island, followed by the extraction
of the nematodes, using the Fenwick method in the case of Globodera sp., and through the
centrifugal flotation method in a hyper-saturated solution of sucrose, for Meloidogyne sp. After
extraction, suspensions were observed and the motile forms of Meloidogyne sp. and females

(cysts) of Globodera sp. were counted in each sample.

Regarding Globodera sp., no cysts were detected in any of the analysed samples, leading to
the conclusion that these nematodes will have a very restricted distribution on the island.

In the case of Meloidogyne spp., the remaining soil of positive samples was used to perform
biotests on tomato roots to obtain biological material for biochemical analyses and
identification of the species. On the scope of this study it was detected for the first time the
species M. incognita parasitising broccoli, peas, chard, cucumber and courgette; M. arenaria
parasitising green beans and cabbage; and M. javanica infecting spinach, contributing with

relevant knowledge for the distribution of root-knot nematodes in Portugal and Europe.

Keywords: root-knot nematodes, cyst nematodes, plant parasitic nematodes, Sdo Miguel

Island.
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I. Introducéo

1.1 Nematodes dos Géneros Globodera e Meloidogyne

Os nematodes sdo 0s animais mais humerosos do planeta (quatro em cada cinco
animais) e ocupam os mais diversos habitats (Lorenzen, 1994; Bardgett & van der
Putten, 2014). Os nemétodes que parasitam as plantas sdo uma grave ameaca para as
culturas agricolas e a floresta em termos mundiais (Ali et al., 2017), estimando-se um
total de 4300 espécies fitoparasitas (Decraemer & Hunt, 2006). Destes, espécies dos
géneros Meloidogyne (nemétodes das galhas radiculares) e Globodera (nematodes de
quisto) assumem particular relevancia pelos danos que causam e pelas culturas de

grande importancia que afetam (Figura 1).

Figura 1 - Sintomas causados pelos nematodes das galhas radiculares (Meloidogyne spp.) em
cenoura; raiz de batateira afetada pelos nematodes de quisto da batateira (Globodera spp.) (da
esquerda para a direita; fonte: Lab Nematologia INIAV).

Os nematodes dos géneros Meloidogyne e Globodera estdo posicionados no ranking
mundial de neméatodes com maior potencial de destruicdo das culturas, no primeiro e
segundo lugar, sendo que o género Meloidogyne inclui mais de 100 espécies e tem mais
de 3000 espécies de plantas hospedeiras, tendo o género Globodera um menor nimero
de culturas hospedeiras (Perry et al., 2009).

As espécies Meloidogyne arenaria, Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica,
habitam predominantemente em climas sub-tropicais e tropicais, formando um grupo de
nematodes das galhas radiculares designado de “tropical’, podendo também ser

encontradas em climas temperados (Janssen et al., 2016).

No caso de Meloidogyne spp., em Portugal j& foram detetadas as espécies M. arenaria
(Neal, 1889,Chitwood, 1949); M. chitwoodi (Golden et al., 1980); M. enterolobii (Yang &
Eisenback, 1983); M. hapla (Chitwood, 1949); M. hispanica (Hirschmann,1986); M.



incognita (Kofoid & White, 1919, Chitwood, 1949); M. javanica (Treub, 1885, Chitwood,
1949); M. luci (Carneiro et al., 2014); M. lusitanica (Abrantes & Santos, 1991); M. naasi
(Franklin, 1965), sendo as mais prevalentes M. arenaria, M. hapla, M. incognita e M.

javanica (Rusinque et al., 2022).

A primeira identificacdo de individuos do género Meloidogyne em territério portugués
ocorreu nos Acores, em 1956, tendo sido identificada a espécie M. javanica na cultura
do tomate (In&cio et al., 2018). Mais tarde, Rusinque et al. (2021) detetaram M. luci

associada a cultura da batata.

Analisando os relatérios de atividades anuais da Dire¢cdo Regional da Agricultura,
verifica-se que o género Meloidogyne continua muito presente na horticultura agoriana
(Secretaria Regional da Agricultura e do Desenvolvimento Rural, 2021). Todavia, como
o laboratério ndo efetua identificagcdo da espécie, ndo se consegue concluir qual ou
guais as mais frequentes nos Acores.

Os neméatodes do género Globodera foram identificados pela primeira vez em Portugal
em 1956, designadamente G. rostochiensis, em batateira (Macara, 1963). Estudos
levados a cabo pelo laboratorio de Nematologia do INIAV permitiram constatar que a
espécie G. pallida tem maior prevaléncia e dispersdo no pais relativamente a espécie
G. rostochiensis (Camacho, 2016). A regido dos Acores era considerada zona isenta
destas duas espécies (designadas no seu conjunto como nematodes de quisto da
batateira) através de um plano nacional de prospecéo bastante intensivo implementado
em 2010. Contudo, em 2018 foi detetada G. rostochiensis (Inacio et al., 2020) mas

desde entéo este plano tem permitido prevenir a dispersdo da espécie nos Agores.

Os nematodes das galhas radiculares (Meloidogyne spp.) sdo os mais dispersos em
termos mundiais, causando a reducédo da produtividade das plantas e da qualidade dos
frutos e vegetais (J. T. Jones et al., 2013; Seid et al., 2015). Existem diversas espécies
dentro do género, mas as que tém maior influéncia sobre a producdo agricola nas
regides temperadas sdo M. arenaria, M. javanica e M. incognita, sendo por isso as
espécies mais investigadas (Collange et al., 2011). Como todos os neméatodes
fitoparasitas, estes possuem uma estrutura na cavidade oral designada estilete, que
lhes permite perfurar as células vegetais e extrair o conteudo celular (Mitchum et al.,

2013), com dilatagbes na base (bolbos ou nédulos basais) (Figura 2).



Figura 2 - Regiéo anterior de nemétode juvenil do género Meloidogyne; estilete assinalado com
seta e com os nddulos basais visiveis (x600) (Rusinque et al., 2022).

O estilete move-se através de musculos, como uma agulha hipodérmica, estando
interligado a faringe, que por sua vez estd conectada com o intestino, seguindo-se o
reto no caso das fémeas e a cloaca nos machos (Singh & Phulera, 2015). Os nematodes
fitoparasitas tém uma grande diversidade de hospedeiros, e podem afetar diferentes
orgados das plantas, desde as raizes, caules ou mesmo folhas, sendo designados
endoparasitas se passam pelo menos uma etapa do seu ciclo de vida dentro do tecido
vegetal, ou ectoparasitas se nunca residem dentro do tecido vegetal. Tanto os
nematodes do género Meloidogyne, como Globodera sp. sdo endoparasitas, como se
pode verificar na Figura 3 (Vieira & Gleason, 2019).

Nemétodes das
galhas radiculares

Nematode g (Meloidogyne spp.)
endoparasita ‘

Floema
Periciclo
Endoderme

Epiderme

Nemaétodes de
quisto
(Globodera spp.)

Figura 3 - Habitos de alimentacdo dos nematodes endoparasitas, designadamente dos
nematodes das galhas radiculares e nematodes de quisto (Vieira & Gleason, 2019).



Os nematodes Meloidogyne spp. e Globodera spp. tém maior prevaléncia em climas
com temperaturas moderadas e humidades elevadas, sendo fulcral que exista uma
pelicula de &gua no solo para sobreviverem e existindo, por isso, em menores
densidades populacionais quando ocorrem temperaturas muito elevadas (Song et al.,
2016).

Os nemétodes deslocam-se primordialmente através da agua, ndo tendo sistemas
respiratorio e circulatério, mas tém sistema digestivo, reprodutivo, muscular e um
sistema excretor muito simples. Estes sistemas sdo fundamentais para as necessidades
basicas de deslocacao, alimentacdo e reproducdo (Koppenhofer et al.,, 2007). Estes
animais nao tém esqueleto interno, ou seja, a camada exterior (cuticula) atua contra a
pressé@o do conteudo interno para manter a forma do corpo e facilitar a sua locomocao
(Mitkowski & Abawi, 2003).

No que respeita aos meios de protecao contra nematodes fitoparasitas, podem ser
empregues diferentes meios. De salientar que os meios de luta quimica sdo de utilizagédo
cada vez mais restrita pois as substancias ativas mais eficazes foram retiradas do

mercado, por serem muito nocivas para o ambiente e para o Homem (Oka et al., 2007).

Como nem todos os meios de protecdo tém a mesma eficacia no controlo de diferentes
espécies de nematodes, € fulcral efetuar uma identificagéo precisa, utilizando métodos
de identificag&o rigorosos aconselhados pela EPPO (European and Mediterranean Plant

Protection Organization) e pelos especialistas mundiais.

Relativamente a identificacdo no género Meloidogyne, € aconselhado que a extracao
seja efetuada com o método de centrifugacdo em solucdo hipersaturada de sacarose e
a identificacao deve ser realizada recorrendo a um conjunto de métodos: morfol4gicos,

morfométricos, bioquimicos e moleculares (EPPO, 2016).

No caso dos nematodes do género Globodera, é impreterivel a utilizagcdo do método de
extracao de Fenwick e a identificacdo deve basear-se na morfolégica, complementada

com a identificagdo molecular através de PCR Multiplex (EPPO, 2022).

E ainda determinante efetuar a identificacio exata destes nematodes devido ao facto
de que se detetada alguma das espécies de quarentena, Globodera pallida e G.
rostochiensis, Meloidogyne fallax, M. chitwoodi, M. enterolobii ou M. mali, as parcelas
ficardo sujeitas a medidas de quarentena muito restritivas, impostas pela Direcao Geral
de Alimentacéao e Veterinaria (DGAV) e também emanadas pela Unido Europeia (EPPO,
2022).



1.1.2 Classificacdo taxondémica

A classificacdo taxondmica dos nematodes dos géneros Meloidogyne e Globodera, de
acordo com (HODDA, 2022), esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1 - Taxonomia dos nematodes dos géneros Meloidogyne e Globodera (HODDA, 2022)

Meloidogyne sp.

Reino Animalia
Filo Nematoda
Classe Chromadorea
Subclasse Chromadoria
Ordem Panagrolaimida
Superfamilia Tylenchoidea
Familia Meloidogynidae
Género Meloidogyne
Globodera sp.
Reino Animalia
Filo Nematoda
Classe Chromadorea
Subclasse Chromadoria
Ordem Panagrolaimida
Superfamilia Tylenchoidea
Familia Heteroderidae
Género Globodera

1.1.3 Biologia

Globodera spp.

A cultura da batateira é sem duvida a principal hospedeira dos nematodes de quisto da
batateira, G. rostochiensis e G. pallida. Além dela, a cultura do tomateiro e da beringela
também sdo afetadas, mas no geral praticamente todas as plantas da familia das
solanaceas sé@o hospedeiras, incluindo algumas infestantes (Sullivan et al., 2007). Os
nematodes do género Globodera tém uma gama de plantas hospedeiras muito mais
restrita do que a dos nematodes das galhas radiculares, sendo a rotacédo de culturas

mais eficaz (Lilley et al., 2005).

Os exsudados radiculares estimulam a quebra de dorméncia dos ovos, que se
encontram dentro dos quistos. Os quistos sdo as fémeas gravidas que albergam os ovos
no seu interior e constituem uma estrutura de resisténcia; nesses ovos estao 0s juvenis

de segundo estadio (J2) (Torto et al., 2018). Apds sairem dos quistos, os nematodes



sdo atraidos para as raizes pelo quimiotactismo positivo, acabando por penetrar nas
células radiculares, comumente na zona da coifa, com a ajuda do estilete afiado e mével
e de enzimas libertadas na saliva, produzidas nas glandulas esoféagicas subventrais e
dorsal (Qin et al., 2004). No interior da raiz, vdo permanecer no espaco intercelular do
coértex, paralelamente ao cilindro central, procurando uma célula indiferenciada com a
ajuda do seu estilete, pois esta célula ndo tem capacidade de produzir calose (camada
de polissacarido que forma uma parede celular temporéria, de protecdo) (Sobczak &
Golinowski, 2011).

Os nematodes vao segregar enzimas via saliva para as células indiferenciadas, que
provocam a degradacao do vacuolo central, ocorrendo a dissolucéo da parede celular e

a fuséo dos protoplastos (Golinowski et al., 1996).

Os juvenis criam um microttbulo, tendo este a funcéo de filtrar e reduzir a presséo dos
produtos sintetizados produzidos pelas células modificadas, prevenindo a sua
destruicdo (Eves-van den Akker et al., 2015).

Os quistos podem permanecer intactos no solo por 30 anos, que 0s ovos continuardo a
ter alguma viabilidade, dando inicio a um novo ciclo de vida apenas quando se verificam
condi¢cBes favoraveis a sua propagacao, podendo dar origem de 7 a 10 geracdes por
ano (Camacho, 2016).

O ciclo de vida dos nematodes do género Globodera inclui o estadio de ovo, passando
por quatro estadios juvenis até chegar a adulto. Tem uma durac¢éo de sensivelmente 35
a 40 dias, podendo originar varias geragdes por cada ano agricola (Bairwa et al., 2021).
O ciclo inicia-se com a saida dos nematodes dos ovos englobados no interior dos
quistos, em estadio J2 (Figura 4), sendo esta fase estimulada pelos exsudados
radiculares de plantas da familia das solanaceas (Winner & Dinh, 2021). Ja com formato
vermiforme, estes vao encontrar as raizes através de quimioatracdo e penetram-nas

sobretudo nas zonas intercelulares, desde o cértex (Devine & Jones, 2003).

Figura 4 - Fases do ciclo de vida dos nematodes do género Globodera: 1) quisto com ovos no
seu interior; 2) rompimento do quisto; 3) ovo com juvenil; 4) eclosdo de J2 do ovo; 5) juvenil J2
infecioso (fonte: Lab. Nematologia INIAV).

Ja dentro da raiz, 0s nematodes movem-se até se fixarem num local de alimentacéo, e
0s juvenis do estadio J2 transformam-se em individuos sedentarios, até ao fim da sua

vida util no caso das fémeas, e apenas até ao estadio adulto nos machos (Sobczak &
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Golinowski, 2011) (Figura 5). Os juvenis do estadio J2 transformam-se em J3 e J4, e
depois para o estado adulto, onde ocorre a diferenciacao sexual, ndo sendo o género
do nematode definido geneticamente, mas sim pela disponibilidade de alimento no meio

envolvente, quanto menos alimento maior formacdo de machos (Wainer & Dinh, 2021).

As fémeas vao aumentar de tal maneira de volume que irdo romper o cortex e ficar com
a parte posterior do seu corpo exposta na superficie da raiz (Price et al., 2021). Iniciam,
entdo, a libertacdo de feromonas sexuais atraindo os machos, pois a reproducéo é

sexuada no género Globodera (Riga et al., 1996).

Fémea
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Quisto (R .
ovo @/ @ M“'J@{c?

o Ty

11- Juvenil d{_ N»
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y Entrada

estddio 12- Juvenil de de J2 na
segundo
estadio

raiz

Figura 5 - Ciclo de vida dos neméatodes do género Globodera (fonte: lowa State University).

As fémeas, sedentarias, dao origem aos ovos e 0s machos vao sair das raizes e
proceder a sua fecundacdo. ApoOs este encontro ocorre a dessecacdo das fémeas
globosas, originando os quistos (Cotton et al., 2014). Numa fase inicial, os quistos
diferem na coloragéo entre as duas espécies: em G. rostochiensis, o quisto comeca por
ter cor branco-pérola e progride para amarelo-dourado e por fim castanho-escuro,
enquanto que em G. pallida os quistos sao inicialmente de cor branco-pérola e depois

passam diretamente a castanho-escuro (EPPO, 2022).

Meloidogyne spp.

Os nematodes do género Meloidogyne parasitam mais de 3000 espécies de plantas,
estando incluidos vegetais, flores, gramineas, arbustos, infestantes e arvores. Em
Portugal, as espécies de culturas horticolas mais atingidas sao a batata, o tomate e a
cenoura, em que as perdas causadas por nematodes podem atingir 75%, entre muitas

outras culturas horticolas (Rusinque et al., 2023). Além disso, podem ser hospedeiras



destes nematodes algumas espécies de infestantes (Inacio et al., 2018). Esta elevada
polifagia permite-lhes uma mais rapida adaptacdo a novos ambientes, visto que o0s
exsudados de diversas plantas poderdo estimular a quebra de dorméncia dos ovos
(Trudgill, 1997).

O estilete dos neméatodes Meloidogyne permite-lhes extrair alimento das células
gigantes, sendo estas resultado de unido e expansdo de varias células através de
processos de endomitoses e citocineses, formando-se geralmente 1 a 2 dias ap06s a
penetracdo do nematode na raiz, e conduzindo ao aparecimento de galhas, como
resposta da planta a sua presenca. O tamanho das galhas esta relacionado com a

densidade populacional e a resiliéncia da espécie hospedeira (Escobar et al., 2015).

O metabolismo das células hipertrofiadas é mantido pelas secre¢fes constantes de
enzimas e pelo consumo dos conteudos celulares levado a cabo pelo nematode
sedentario, sendo os fotoassimilados mobilizados do floema para as células especiais,
fazendo com que a planta tenha menos fotoassimilados para o seu desenvolvimento
(Favery et al., 2016).

Apo6s atingirem o estado adulto, as fémeas sedentérias das trés principais espécies de
Meloidogyne (M. arenaria, M. incognita e M. javanica) ndo dependem dos machos para
se reproduzir, pois a reproducdo é maioritariamente partenogenética, ocorrendo
poliploidia e resultando na cria¢éo de individuos com genomas muito diferentes, devido
a eventos de hibridacdo dos genes (Blanc-Mathieu et al., 2017). As fémeas produzem
massas de ovos segregando um saco gelatinoso através das suas seis glandulas retais
e de seguida expulsam os ovos através da vulva para dentro deste saco, tendo este a

fungéo de proteger os ovos de condigBes edafoclimaticas adversas (Subedi et al., 2020)

As galhas radiculares danificam os tecidos vasculares das raizes, interferindo assim
com a normal circulacdo de nutrientes e de agua; além disso diminuem a resisténcia

das raizes ao ataque de bactérias e de fungos do solo (Rahman, 2003).

O ciclo de vida dos nematodes do género Meloidogyne tem uma duracdo minima de
duas semanas, consoante as condicbes ambientais, como a disponibilidade de
hospedeiro e a temperatura e humidade no solo, sendo a reproducdo maioritariamente

partenogénica (Mitkowski & Abawi, 2003).

Num primeiro estadio (J1) os nematodes vao permanecer dentro da massa gelatinosa
gue envolve 0s ovos, tendo ja o estilete desenvolvido, e irdo passar para o estadio J2
(Saucet et al., 2016). Como J2, os nematodes saem da massa de ovos a procura de
plantas hospedeiras, atraidos pelos exsudados radiculares (Khalil, 2017). Ao

encontrarem a planta, dao inicio a fase de invasédo, penetrando nas raizes com a ajuda



do estilete e das enzimas degradativas, produzidas nas glandulas esofagicas
(Wendimu, 2021). Estas enzimas vao degradar as paredes celulares, e os hematodes
entram na raiz, geralmente na zona da coifa, e de forma facilitada através de feridas
(Chaudhary et al., 2019). De seguida, ja no interior da raiz, vao induzir a transformacao
do tecido vascular indiferenciado num local de alimentacdo (Figura 6), provocando
hipertrofia (aumento anormal do tamanho das células) e hiperplasia (multiplicacdo das

células anormal); estes dois fendmenos dao origem as estruturas que designamaos por
galhas (Caillaud et al., 2008).

No interior da raiz, os nematodes vao adquirir nutrientes, progredindo no seu ciclo de

vida e passando por mais dois estadios juvenis (J3 e J4) (Warmerdam, 2019).
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Figura 6 - Esquema de parte do ciclo de vida do nematode das galhas radiculares, desde a
invasdo da planta até a producdo da massa de ovos (fonte: Bartlem et al., 2014).

Na passagem de J4 para o estadio de adulto, verifica-se a diferenciacdo sexual,
havendo a formag¢@o de um maior nimero de fémeas do que de machos se houver

alimento em abundéncia, e o contrario se o alimento for escasso (Castagnone-Sereno,
2006).

1.1.4 Identificacdo

Morfologia e morfometria

Antigamente, empregavam-se sobretudo as caracteristicas morfolégicas na

identificac@o dos géneros e das espécies de nematodes, utilizando-se: o padréo perineal



das fémeas e as especificidades morfolégicas e morfométricas dos machos (Figura 11)
e dos juvenis J2 (Figura 12); depois avancou-se para a analise isoenzimatica, sendo
também utilizada a seletividade dos hospedeiros por parte dos nematodes (Ye et al.,
2019).

Com o passar dos anos, aumentou de forma exponencial o nimero de espécies
identificadas, progredindo também as semelhancgas nas caracteristicas que antes eram
boas diferenciadoras (Rusinque et al., 2018).

Além disso, a diversidade de familias de plantas hospedeiras conhecidas por espécie
de nemétode, aumentou, deixando de existir relagbes de simbiose especificas entre
espécies de nematodes e de plantas (Hesar et al., 2012).

Globodera spp.

A peculiaridade morfol6gica que permite distinguir logo a partida os nematodes do
género Globodera da grande parte dos restantes, sdo 0s quistos, que se comegcam a
formar apods as fémeas serem fecundadas. Estas vao sofrer uma transformacéo gradual
no formato do seu corpo, passando de uma forma vermiforme para esférica devido aos

ovos que se vao acumulando no seu interior (Wainer & Dinh, 2021).

Ap6s a sua morte, a epiderme torna-se numa pelicula de protecdo para 0s ovos,
adquirindo uma coloragéo final castanha nas duas principais espécies, Globodera
pallida e G. rostochiensis (Wainer & Dinh, 2021). Esta cuticula é fundamental para o
aumento da vida util dos ovos armazenados no interior do quisto, que podem ficar
vidveis por 20 a 30 anos. De notar que ndo se devem efetuar identificagbes apenas
baseadas na morfologia dos quistos pois existem outros géneros que também formam

quistos (Camacho, 2016).

Os quistos estdo primeiramente presos aos tecidos superficiais das raizes, mas, mais
tarde sao libertados para o solo. Podem conter entre 50 a 1000 ovos e ter dimensdes
compreendidas entre 395-495 um em G. rostochiensis e 468-600 um em G. pallida
(Rowe, 2022a).

Os individuos juvenis de G. pallida e G. rostochiensis sdo muito semelhantes, mas os
juvenis de G. pallida sdo geralmente maiores, tendo um maior comprimento do corpo e
estilete mais comprido e mais robusto, sendo os bolbos do estilete virados para a frente,
ao contrério dos de G. rostochiensis, que tém bolbos mais pequenos e inclinados para
tras (Rowe, 2022b).

As fémeas do género Globodera rompem o coOrtex cerca de um més a seis semanas

apoés a invasédo dos juvenis de segundo estadio (EPPO, 2022).
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A parte posterior da fémea é designada por bacia vulvar e est4 contida numa depresséo
arredondada; a fenda vulvar esta rodeada por uma zona translicida de cuticula fina que

contém papilas (Rowe, 2022a, 2022hb).

As principais diferencas morfologicas entre as duas espécies de nemétodes, G. pallida
e G. rostochiensis sdo: i) a existéncia exclusiva de uma fase da fémea de G.
rostochiensis com coloracdo da epiderme amarelo-dourada (Figura 7), sendo esta fase

em G. pallida branco-pérola; ii) o nUmero de cristas cuticulares entre o &nus e o bordo

da fenestra apresenta diferentes valores (Rowe, 2022a).

Figura 7 - Quistos de Globodera pallida e Globodera rostochiensis (esquerda para a direita) (fonte
SASA, 2016 e Alliance Globodera, respetivamente).

Meloidogyne spp.

Na distincdo de espécies de Meloidogyne recorrendo-se a identificacdo morfolégica,
podem ser utilizados individuos de todos os estadios do ciclo de vida, mas sao mais
frequentemente analisadas as fémeas por serem maiores e por estarem normalmente

presentes em maior numero (Hesar et al., 2012).

Desde 1940, quando Chitwood estabeleceu as caracteristicas morfolégicas e
morfométricas diferenciadoras das quatro espécies de Meloidogyne identificadas até
entdo, M. javanica, M. arenaria, M. incognita e M. hapla (Chitwood, 1949), era utilizada
primordialmente a identificacdo morfolégica. Entretanto, como comegaram a aparecer
novas espécies dentro do género, com caracteristicas muito idénticas, ocorreram muitos
erros e estes métodos deixaram de ser fiaveis, tendo de ser complementados com

outras metodologias (Ye et al., 2019).

Fémeas adultas

Segundo Eisenback (1985), alguns dos caracteres que menos diferem dentro da
espécie no caso das fémeas de Meloidogyne sp., sdo: o cone, 0 eixo, 0s bolbos e o

comprimento do estilete, sendo por isso estas quatro caracteristicas morfolégicas
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analisadas quando séo encontradas fémeas de Meloidogyne sp. e se pretende efetuar

uma identificagdo com base na morfologia.

Para uma melhor identificagdo poderao ser efetuadas e analisadas as imagens da parte
anterior destes individuos (Eisenback, 1985) (Figura 8).

Figura 8 - Estiletes das fémeas das espécies Meloidogyne javanica, M. incognita e M. arenaria,
com os bolbos basais bem evidentes (da esquerda para a direita) (fonte: Eisenback, 1985).

No entanto, o parametro mais utilizado desde (Chitwood, 1949) € o padréo perineal das
fémeas (Figura 9): este € o método mais fiavel, mas que viu aumentar a sua
complexidade com o aparecimento de novas espécies. As caracteristicas analisadas no
padréo sdo: o arco dorsal, as linhas laterais, estrias dorsais e a zona terminal da cauda
(Cunha et al., 2018). A identificacdo através do padrdo perineal apenas pode ser
efetuada em fémeas, e por vezes, como ocorrem varias espécies de Meloidogyne na
mesma amostra, torna-se muito moroso e complexo efetuar a identificagdo através
deste método (Figura 10) (Naz et al., 2012).
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Figura 9 - Parametros do padrdo perineal das fémeas de nematodes das galhas-radiculares
(Meloidogyne sp.) (fonte: Karssen & Moens, 2006).
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Figura 10 - Pardmetros do padréo perineal das fémeas de neméatodes das galhas-radiculares
(Meloidogyne sp.) (fonte: Karssen et al., 2006).

Machos

Os parametros dos machos e dos juvenis podem ser utilizados como complementares
aos das fémeas na identificacdo das espécies. A caracteristica que permite desde logo
identificar se estamos perante um individuo do género masculino é a espicula, érgao
responsavel pela copula, sendo as caracteristicas mais homogéneas: os labios, a regido
da cabeca, o cone do estilete, o eixo e os bolbos basais (Rusinque, 2016) (Fig. 11).

Também para os juvenis, sdo avaliadas estas caracteristicas (Fig. 12).
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Figura 11 - Regido anterior dos machos das espécies Meloidogyne javanica, M. incognita e M.
arenaria (fonte: Hunt & Handoo, 2009).
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Figura 12 - Regido anterior de juvenis do segundo estadio das espécies Meloidogyne javanica,
M. incognita e M. arenaria (fonte: Eisenback, 1985).

Parametros Bioguimicos

A tradicional identificacdo de Meloidogyne spp. por via morfolégica e morfométrica induz
em erros, principalmente quando temos vérias espécies do mesmo género na mesma
amostra, mas também porque os parametros morfoldégicos e morfométricos podem ser
muito semelhantes, devido a altera¢des genéticas relacionadas com o meio abiotico
(Silva et al., 2014).
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Para resolver estas incertezas na identificacdo de espécies do género Meloidogyne,
comecou a ser utilizada a eletroforese para estudo dos perfis isoenziméticos das
esterases ou da malato desidrogenase (Riascos et al.,, 2020). O primeiro cientista a
comprovar que realmente existiam enzimas esterases capazes de diferenciar espécies

de Meloidogyne foi Dickson et al. (1971).

A técnica bioquimica de diagnostico das espécies de Meloidogyne baseada nos padrbes
das esterases foi elaborada por Esbenshade e Triantaphyllou (1990) tendo sido
descobertos 16 padrBes enzimaticos de diferentes espécies deste género, sendo 0s
fenédtipos mais utilizados nas trés espécies mais comuns: o padrao J3 (M. javanica), os
padrbes I1 e 12 (M. incognita) e A2 e A3 (M. arenaria) (Esbenshade & Triantaphyllou,
1990). Assim, a identificag@o de espécies do género Meloidogyne, através dos fenétipos
de isoenzimas, com a padronizacgdo individual das isoenzimas, através da eletroforese
com gel de poliacrilamida, tem demonstrado ser bastante viavel e replicavel (Gorny et
al., 2021). Mas esta técnica nao é perfeita, pois ndo existem padrées enzimaticos para
todas as espécies de Meloidogyne e so6 se pode efetuar a analise se forem encontradas

fémeas maduras (Blok & Powers, 2009).

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida é usado para separar as proteinas
ou outras macromoléculas através das cargas elétricas distintas contidas nas moléculas
proteicas, utilizando para isso um campo elétrico (Roselino, 2008). A mobilidade das
proteinas pelos poros que se formam no gel depende do seu tamanho molecular, carga
elétrica dos amino&cidos e de pequenas variagbes na composi¢cdo dos aminoacidos
(Bogale et al., 2020). Sao utilizados dois géis, o de concentragdo e o de separacao,
tendo como principal diferenca a concentracdo de acrilamida, que € menor no gel de
concentracdo do que no de separacao (Blok & Powers, 2009). O primeiro tem a funcéo
de limitar o decorrer da amostra de uma concavidade numa Unica coluna, enquanto o
gel de separacéo, efetua a separacao das proteinas por tamanho molecular (Yang &
Mahmood, 2012).

A formacdo do gel provém da polimerizacdo de duas substancias a acrilamida e a
metileno-bisacrilamida, sendo a polimerizacao catalisada pelo persulfato de aménio.
Consoante a quantidade de acrilamida e de bisacrilamida, assim ira variar a porosidade

do gel: quanto maior a concentracdo maior a porosidade (Morais et al., 2019).

O persulfato de amonio, por ser muito reativo deve ser a ultima substéncia a ser
preparada e adicionada ao gel, sendo adicionada tetrametiletiienodiamina (TEMED),
para ajudar na estabilizacdo do persulfato de aménio; além deste deve-se também
introduzir o tampéao Tris com pH alcalino de 8.8, para alcalinizar a solucéo (Green &
Sambrook, 2020).
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A técnica da eletroforese para estudo das esterases € composta por varias etapas,
ordenadas de seguinte forma: preparacdo da amostra, preparacdo dos géis, colocacdo
da amostra e do buffer, eletroforese, coloracdo do gel e interpretacdo dos perfis
fenotipicos (Grabski & Burgess, 2001). A interpretacdo do perfil fenotipico pode ser
efetuada a olho nu, utilizando gel de acrilamida, sendo utilizado como corante o azul de
bromofenol, ao contrario dos géis de agarose, cuja observacéo a olho nu é impossivel

(Steward, 2022).

As bandas sdo proteinas com corante, que formam as barras horizontais pretas, estando
dispostas de acordo com o0 seu peso molecular, voltagem aplicada, tempo de
eletroforese e concentracdo de acrilamida, de modo que cada banda represente um
peso molecular diferente, tendo como termo de comparacao de peso molecular, uma ou
duas colunas, geralmente nas extremidades do gel, com um marcador proteico, que
define uma escala de peso molecular (Gibbins, 2004) ,avaliando-se a mobilidade relativa
(Rm). Quanto maior a espessura e densidade das bandas, maior a quantidade dessa
proteina presente na amostra, sendo que varias bandas na mesma coluna indicam que
estas amostras contém varias proteinas com diferentes pesos moleculares (Blok &
Powers, 2009).

A analise é realizada comparando os fenétipos obtidos com outros ja referenciados para
as espécies de Meloidogyne e com a referéncia M. javanica (Figura 13) (Rusingue,

2018).
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Figura 13 - Perfil fenotipico da enzima esterase das principais espécies de Meloidogyne descritas
no Brasil (fonte: Carneiro et al., 2017).
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Andalise Molecular

Os métodes baseados na analise do DNA sao em numero consideravel, baseando-se
varios em impressdes digitais e outros em nucleétidos. Dentro dos primeiros incluem-
se: o polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), o polimorfismo
de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), a amplificacdo aleatéria de DNA
polimorfico (RAPD) e a utilizagdo de marcadores especificos para cada espécie (Bogale
et al., 2020).

A andlise molecular de nematodes das galhas radiculares progrediu apreciavelmente
nos ultimos 20 anos, tendo este método por base o polimorfismo de comprimento dos
fragmentos de restricdo (RFLP), a sequenciacdo do DNA e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Em comparacao com outros métodos de identificacdo, a identificacao
molecular é mais sensivel, mais rapida, a espécie pode ser identificada em qualquer

estadio e também diminui o erro humano inerente (Ye et al., 2019).

O gene nad5, pertencente ao grupo de genes mtDNA, estd interligado com os padrbes
isoenzimaticos de esterase utilizados na andlise bioguimica dos nematodes das galhas
radiculares, sendo este gene considerado um marcador bastante fiavel para a

identificacdo molecular de nemétodes das galhas radiculares (Phan et al., 2021).

1.1.5 Sintomas nas plantas

Meloidogyne spp.

O sintoma mais especifico do ataque dos nematodes das galhas radiculares é o
aparecimento de galhas nas raizes dos hospedeiros, que poderdo ndo surgir em
determinadas espécies de plantas (Perry et al., 2009). A resposta das plantas a uma
infecdo por nematodes das galhas radiculares podera ser diferente consoante o

hospedeiro, a época da infecédo e as condi¢des culturais (Olsen, 2000).

As galhas limitam a absorcdo de agua e de nutrientes e a translocagcdo no sistema
vascular, afetando ndo s6 a produtividade, mas também a qualidade da producéo
(Moens et al., 2009). Estas deformacdes sao parecidas com os nédulos de fixacao de
azoto, que resultam da simbiose entre as plantas leguminosas e bactérias Rhizobium,
e outras, mas sdo de simples distincdo, uma vez que os nédulos sdo facilmente

removiveis das raizes, ao contrario das galhas (Costa et al., 2021).

17



Sintomas na parte aérea (Hunt & Handoo, 2009):

- Deficiéncias nutricionais;
- Clorose das folhas;

- Murchiddo anormal das folhas quando se verificam temperaturas elevadas associadas
a stresse-hidrico;

- Folhas estagnam o crescimento, denotando menor tamanho do que é normal;
- Queda de frutos e de folhas anormal;

- Mortalidade em mancha.

Sintomas nha parte radicular (Priya et al., 2011):

- Alongamento das raizes estagnado;
- Sistema radicular débil;

- Aparecimento de galhas (Figura 14)

Figura 14 - Galhas em cenoura afetada por Meloidogyne sp. (fonte: Lab Nematologia INIAV).

Globodera spp.

E importante frisar que a resposta das plantas a infecdo por nematodes do género
Globodera depende muito da densidade populacional e da capacidade que as
variedades tém de resistir/tolerar os ataques dos nematodes de quisto (Gartner et al.,
2021).

Podemos tentar identificar a presenca de nematodes de quisto através da observacao

de certos sintomas aéreos ou radiculares, sendo os sintomas das raizes mais fiaveis,
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nomeadamente o sinal mais especifico deste género que é o aparecimento dos quistos
(Perry et al., 2018).

Sintomas na parte aérea (C. E. C. Santos et al., 2010):

- Zonas de parcelas cultivadas com plantas mortas, em formato de mancha,

praticamente circular e a coloracdo das folhas nessas zonas é esbranquicada;
- Numero anormal de folhas pequenas face ao estado fenolégico;

- Nas horas de maior calor ocorre a murchiddo das plantas mesmo que se proceda a

uma rega;
- Reducéo do numero de caules, dimenséo dos foliolos e nimero de raizes;

- A planta tem menor resisténcia a outras doengas, havendo um desenvolvimento muito
rapido e anormal dessas doencgas ou pragas devido a elevada vulnerabilidade da planta

a este endoparasita.

Sintomas na parte radicular (Camacho, 2016):

- Sistema radicular pouco desenvolvido;

- Raizes com lesbes de coloracdo castanha e ramificagdo anormais, normalmente nao

ocorre resposta a fertilizacao;

- Os tubérculos séo de reduzida dimensdo, em menor nimero do que é habitual, e a

epiderme poderé apresentar muitas deformagoes;

E fulcral entender que os sintomas atras referidos néo s&o especificos do ataque destes
nematodes de quisto, sendo muitas vezes confundidos com situacdes de stresses
abidtico ou bidtico, sendo a melhor e mais facil identificacdo realizada através da

visualizacdo dos quistos nas raizes da planta (Orlando & Boa, 2023).
1.1.6 Disperséo

Meloidogyne spp.

Os nematodes do género Meloidogyne, por si sO, percorrem distancias curtas no solo
de apenas meros metros por ano, sendo capazes de se mover apenas no segundo
estadio juvenil e no estadio de adulto no caso dos machos (Lambert & Bekal, 2002).0s
principais meios de dispersdao sdo a agua de rega, solo, substrato utilizado nas
sementeiras, raizes ou plantas infetadas e transporte de solo agregado aos

equipamentos agricolas (Sikora et al., 2018).
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Globodera spp.

A dispersdo dos neméatodes Globodera ocorre sobretudo por intermédio dos quistos,
que sdo muito resistentes e transportaveis, nomeadamente através do calcado, das
alfaias agricolas, do solo infestado agregado aos tubérculos e das raizes das batateiras.
As &guas pluviais e de rega, assim como o vento, também podem ser importantes
agentes de disperséo (Lambert & Bekal, 2002). Também, ja foi comprovado que alguns
animais ao ingerirem o0s quistos, estes vao ultrapassar o intestino mantendo-se intactos,
e viaveis para eclodirem depois da sua expulséo, através dos excrementos, podendo
também os animais servir de agentes de disperséo(Brodie, 1976).

1.1.7 Meios de protecao

Meloidogyne spp.

A protecdo quanto a nematodes Meloidogyne spp. foi levada a efeito durante décadas
com recurso a aplicacéo de nematodicidas, fumigantes do solo, sendo a substancia ativa
mais utilizada o brometo de metilo (Back et al., 2018). Esta substancia ativa demonstrou
ser muito prejudicial para a biodiversidade da fauna presente no solo, para a saude do
ser humano e para o ambiente, e cada vez menos eficaz, pois estes nematodes foram
adquirindo resisténcia ao produto (Onkendi et al., 2014). Acresce gque 0 brometo de
metilo foi banido como pesticida da maioria dos paises desenvolvidos, incluindo os da
U.E. no ambito do Regulamento N.° 1107/2009 (Sasanelli, 2021).

Os meios de protecdo cultural tém mostrado bons resultados, sendo cada vez mais

utilizados, designadamente através de:

e Aumento do teor de matéria organica no solo, pois assim aumenta o alimento
disponivel para as popula¢gbes dos microrganismos benéficos presentes no solo:

fungos, bactérias e nematodes predadores (Inacio et al., 2018).

¢ Introducao de culturas nao hospedeiras na rotacédo de culturas; € uma medida de
controlo cada vez mais dificil de implementar, visto que as espécies de Meloidogyne
tém vindo a aumentar a diversidade de hospedeiros que atacam (Grabau & Noling,
2019).

¢ Introducao de plantas da familia Brassicaceae na rotagéo de culturas, procedendo
depois a sua sideracao, uma vez que a degradacado dos tecidos vegetais vai dar
origem a isotiocianatos, nitrilos, epitionitrilos e tiocianato, ocorrendo um efeito de

biofumigacao contra os nemétodes (Fourie et al., 2016).
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¢ Os meios de protecdo biolégica, com a utilizacéo de fungos, bactérias e neméatodes
predadores tém sido considerados como a melhor alternativa aos meios quimicos,
principalmente rizobactérias, sendo utilizadas maioritariamente as espécies Bacillus

spharicus, Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens (Cetintas et al., 2018).

e Solarizacdo do solo, embora ndo apresente, por vezes, a eficdcia desejada,
designadamente em climas temperados, pois ndo se fazem sentir temperaturas
suficientemente elevadas para que a solarizacédo surta o efeito que se pretende
(Kokalis-Burelle et al., 2016).

Globodera spp.

Globodera pallida e G. rostochiensis pertencem a lista de quarentena A2 da EPPO, ou
seja, quando séo detetados em parcelas, estas sdo colocadas em quarentena, podendo
apenas entrar variedades de batata resistentes na rotacdo de cultura e culturas que néo
sejam hospedeiras (Camacho, 2016). Durante seis anos, ndo podem ser cultivadas
variedades de batata suscetiveis, podendo este periodo ser reduzido a trés anos se as
entidades oficiais considerarem que todas os meios de protecdo foram aplicados e a

densidade populacional baixou para niveis praticamente nulos (EU Comission, 2022).

As medidas de protegdo cultural a utilizar séo: eliminar infestantes pois podem ser
hospedeiras, adquirir batata de semente certificada, utilizar variedades resistentes,
realizar rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras, efetuar analises biolégicas ao
solo para proceder a uma detecao precoce e desinfetar as alfaias entre parcelas (Price
etal., 2021).

Existe um vasto numero de variedades resistentes a G. pallida (136 vars.) e a G.
rostochiensis (983 vars.), tendo estas variedades um nivel de resisténcia elevado
(DGAV, 2023).

Além dos meios anteriormente referidos, os extratos de apiaceas e brassicas, podendo
ser aplicados ou produzidos através da sideracdo de culturas destas familias de
horticolas, tém efeito negativo sobre a eclosao dos nematodes de quisto (Ochola et al.,
2021).
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1.2. Objetivos do Trabalho

Apesar de haver muitos trabalhos sobre a prevaléncia de diferentes espécies de
nematodes das galhas radiculares em culturas horticolas em diferentes regifes do
globo, estes estudos nédo tém sido realizados em Portugal, com carater sistémico e

abrangendo todo o territorio, em particular nas ilhas dos Acores.

Assim, com este trabalho pretendeu-se avaliar a presenca de nematodes das galhas,
Meloidogyne spp., nas principais culturas horticolas na ilha de S. Miguel, Acores,
visando identificar as espécies ai presentes por forma a equacionar no futuro os meios
de protecdo mais adequados.

Paralelamente, e apos a primeira detecdo na ilha do neméatode Globodera rostochiensis
(Indcio et al., 2020), também se pretendeu avaliar a incidéncia dos nematodes de quisto
da batateira com o intuito de estimar uma potencial dispersdo ou, pelo contrario,

confirmar S. Miguel como zona isenta destes fitoparasitas.
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[I. Materiais e Métodos

2.1. Colheita de amostras

Entre 2020 e 2021, foram recolhidas amostras de solo de varias parcelas, localizadas
na ilha de S&o Miguel, provenientes de culturas protegidas e em ar livre (Figura 15). No
total colheram-se 105 amostras, provenientes de 13 freguesias e 6 municipios,
pertencentes a 25 culturas diferentes.

No mesmo periodo, numa parceria com a Dire¢cdo Regional de Agricultura dos Acores
(DRA), os técnicos aproveitaram a recolha oficial de amostras para a prospecéao de
nematodes Globodera spp. na cultura da batata e colheram amostras de outras
horticolas, com a permissao dos horticultores, informados sobre o intuito académico

dessas colheitas.

Com o auxilio de uma sonda, as subamostras de cada extracéo foram retiradas da cada
parcela respeitando um padréo ziguezague e uma distancia igual entre elas. A sonda
utilizada perfura até 15 cm e o solo extraido foi colocado dentro de um saco de
polietileno. Recolheram-se 5 a 8 subamostras para formar uma amostra final composta
de 1,5 kg a 2 kg.

Foram ainda utilizadas amostras de referéncia para comparacgéo visual na identificacao
morfolégica dos nematodes de quisto da batateira, provenientes do Laboratorio
Nacional de Referéncia (INIAV /Nematologia), constituidas por quistos de referéncia das

espécies Globodera pallida e G. rostochiensis (Camacho, 2016).

Figura 15 - Mapa da llha de Sao Miguel com os locais de colheita de amostras para analise
nematologica, estando os concelhos identificados com marcadores de diferentes cores (fonte:
Google Maps).

23



2.2. Extracao de neméatodes

221

Extracado de juvenis do género Meloidogyne spp.

Ap6s a chegada das amostras ao laboratério, procedeu-se a extracao de nematodes de

acordo com o método recomendado pela EPPO (2013), através do método de flutuacdo

centrifuga em solucéo hipersaturada de sacarose, sendo este o0 método mais utilizado

no INIAV.

>
>

Figura 16

O procedimento foi 0 que se segue:
de cada amostra de solo usaram-se cerca de 400 gramas;

colocou-se o solo dentro do crivo de 180 um, passando a amostra depois por

outros dois crivos de 70 um e 25 um;

adicionou-se agua de forma gradual, para que o solo passasse para 0s Crivos

abaixo, até que todas as particulas ficassem retidas no crivo mais estreito;
as particulas retidas foram colocadas em varios tubos Falcon de 0,2 mL cada;

os tubos foram colocados na centrifuga por cerca de 4 minutos a 1750 rpm
(Figura 16);

0 sobrenadante foi descartado com cuidado, deixando ficar o precipitado;
adicionou-se sacarose a amostra, 0 quanto baste para perfazer o tubo;

os tubos voltaram a ser colocados na centrifuga por cerca de 60 segundos a
1750 rpm;

por fim, a amostra passou pelo crivo de 25 um com o auxilio de agua para

ndo danificar os nematodes;

conservagao da suspenséo em frigorifico a temperatura aproximada de 5-6°C,

até a sua observacéo.

= =

BNIWVERSAL 320

- Centrifugadora Hettich, Universal 320 utilizada no método de extragdo de formas

maveis de nematodes pelo método da flutuacao centrifuga (fonte: DRA).
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2.2.2 Extracao de quistos do género Globodera spp.

Para a extragdo de quistos, utilizou-se o levigador de Fenwick (Figura 17) com a

realizacao dos seguintes passos:

» a amostra foi introduzida no crivo do topo do levigador passando esta por uma
malha de 1000 um, para descartar inicialmente as particulas mais grosseiras;

» com o jato de 4gua, induziu-se a separacdo de particulas por densidades no
levigador, saindo pelo seu colar, ap0s ascensédo, apenas quistos e particulas

minusculas;

» a saida do levigador, foram colocados dois crivos sobrepostos, o primeiro com
uma malha de 500 pm e o segundo de 150 um, tendo por finalidade descartar

ao maximo as particulas de solo e outros detritos sem interesse;

» por fim, as particulas retidas no crivo de 150 um, foram colocadas num copo de
vidro graduado e guardadas no frigorifico, a temperatura de 5-6°C por forma a
preservar as caracteristicas dos quistos por um maior periodo possivel, uma vez

que este processo foi moroso devido a falta de experiéncia.

-~

Figura 17 - Levigador de Fenwick, para extracao de nematodes de quistd (fonte: DRA).
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2.3 ldentificacdo morfologica
Meloidogyne spp.

Antes de iniciar a observagédo ao microscopio foi necessario proceder a preparacao da
amostra, sendo primeiro retirado o excesso de 4gua do copo com muito cuidado, visto

gue os nematodes se concentram no fundo.

De seguida, com a ajuda de uma pipeta graduada, a amostra foi colocada em varias
laminas de contagem, para posterior observacdo ao microscopio (Leica MC190 HD,
Wetzlar, Germany) com camara fotogréafica acoplada para a caraterizagdo morfologica
(Figura 18).

Figura 18 - Placas de contagem e microscopios para observacao e identificacdo de neméatodes
(fonte: DRA).

Globodera spp.

Cada uma das amostras dos recipientes de vidro foi transferida para uma placa de Petri.
Os detritos foram deixados a sedimentar para que a amostra ficasse limpida, seguindo-
se o processo de identificacdo com o auxilio de uma lupa binocular (Meiji techno emz-
13) (Figura 19).

Com a ajuda de uma micro espatula, os detritos da amostra foram sendo gentilmente

desviados, por forma a permitir uma boa observacgéao.

Cada quisto detetado foi transferido com uma pinga de bicos finos para um pequeno
vidro de relégio com uma lamina de agua, e observado de forma individual na mesma

lupa, facilitando uma observagé@o mais precisa e rigorosa sem detritos na amostra.
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Figura 19 - Placa de Petri com amostra de solo e lupa binocular para observagéo e detecéo de
quistos de Globodera spp. (fonte: DRA).

2.4 Bioteste com Meloidogyne spp.

Ao detetar a presenca de individuos do género Meloidogyne (formas moéveis, J2),
acionaram-se os procedimentos para a realizacdo de biotestes, visando obter fémeas
no estadio adulto para a identificacdo bioquimica.

Antes mesmo da detecdo de individuos do género Meloidogyne procedeu-se a
sementeira de tomateiros, de uma variedade sem genes de resisténcia a Meloidogyne
spp. O processo inicia-se com o preenchimento dos alvéolos de polietiieno com
substrato inerte, seguido de sementeira e passagem para a estufa, ai permanecendo

aproximadamente 30 dias.

O bioteste comega com a colocacdo do remanescente da amostra de solo infestado
num vaso de 1,5 L, seguida da plantacdo de tomateiros, previamente obtidos por
sementeira direta, da variedade Coracdo-de-Boi (3 a 4 plantas por vaso para aumentar
a probabilidade de infecéo e para o caso de algumas das plantas morrerem) e colocacéo
de uma etiqueta de identificacdo em cada amostra. E usada a variedade Coracdo-de-
Boi pois é suscetivel aos nematodes das galhas radiculares. Os vasos foram mantidos
numa estufa de vidro da DRA, com temperatura controlada (aproximadamente 25 °C),
através de um sistema de ventilagdo e colocacdo adicional de uma rede de
ensombramento, sendo regados diariamente (Figura 20). Ocorreram varios ataques de
oidio durante o periodo de primavera-verdo, tendo sido efetuadas algumas aplicacdes
com o fungicida: Enxofre Bayer 80 WG, sendo este a base de enxofre. A eficacia dos
tratamentos nao foi a esperada e, como consequéncia, perderam-se algumas amostras
por completo, tendo de se repetido todo o processo, quando havia ainda solo disponivel

dessa amostra.

27



| e 7
A > 2 4 Y
o h
I ] Sol Pl

Figura 20 - Estufa de vidro, destinada aos biotestes com Meloidogyne spp., da Dire¢céo Regional
de Agricultura (fonte: DRA).

Decorridos 60 dias, as plantas foram desenraizadas com muito cuidado para néo
danificar as raizes, lavadas e observadas de forma muito meticulosa para a dete¢éo de

galhas radiculares (Figura 21).

b Y2
- 0

Figura 21 - Raizes de tomateiro com presenca de galhas radiculares.

Na presenca de galhas, as raizes foram cuidadosamente acondicionadas em placas de
Petri de poliestireno (Figura 22) para serem enviadas para o INIAV, para posterior
andlise bioquimica. Estas raizes foram envolvidas em papel de laboratério (Trapicel ®)
bem humedecido para preservar a humidade necesséria a sobrevivéncia das fémeas
durante a viagem.
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Figura 22 — Placas de Petri contendo raizes de tomateiro plantado em solo infestado por
Meloidogyne spp. recolhido de parcelas com espinafre, com cebola ou batata, que
desenvolveram galhas, a ser enviadas para analise bioquimica (INIAV); em cada placa identifica-
se 0 n.° da amostra, a cultura que existia no solo, in situ, e 0 nome do coletor.

lll.  Anélise bioquimica de Meloidogyne spp.

A chegada ao INIAV, as raizes de tomateiro com galhas foram observadas a lupa
binocular (Nikon SMZ1500, Tokyo, Japan), sendo procuradas fémeas em bom estado
para analise bioquimica. Estas fémeas foram colocadas, uma a uma, com a ajuda de
uma pinga, em microtubos capilares de hematodcrito contendo uma solu¢do tamp&o com
volume total de 5 pL, sendo esta composta por 20% de sacarose v/v e 1% Triton X-100
v/v. De seguida, com a ajuda de uma agulha, as fémeas foram esmagadas contra o
fundo desses tubos, depois maceradas com um pildo e por fim guardadas nos
microtubos a -20°C.

Para a realizacdo da eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), foi utilizado o
aparelho Mini-Protean Il, que permite proceder a eletroforese de duas cassetes de gel

em simultaneo, poupando buffer e gel de separacéo de poliacrilamida a 7%.

ApOs a preparacdo das amostras, procedeu-se a limpeza dos vidros com agua destilada
e sO depois a montagem das cassetes do gel com o auxilio de um suporte proprio para
a colocacéo e solidificacdo do gel seguido pela elaboracdo do gel de poliacrilamida,
sendo este constituido pelo gel de separacao e gel de concentragdo (Quadro 2) (Figura
23).
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Quadro 2 - Preparacao de gel de poliacrilamida

Gel de Separacao (7%)
Substancia Quantidade
Acrilamida:Bis-acrilamida (36,5:1) 2,33 mL
Tris-Hcl* 1,0 M pH 8,8 3,75 mL
TEMED? 50 plL
Agua Destilada Prefazer até 10 mL - 3,87 mL
APS? (Catalizador) 50 uL
Gel de Concentragao (3%)
Substancia Quantidade
Acrilamida:Bis-acrilamida (36,5:1) 0,666 mL
Tris-Hcl' 0,5 M pH 6,8 1,666 mL
TEMED? 34 L
Agua Destilada Prefazer até 5 mL - 2,60 mL
APS’ (Catalizador) 34 uL
1-Tris de acido cloridrico
2-TEMED- Catalizador da reagao
3- Pesulfato de Amoénio, peroxido iniciador

Estando os vidros acondicionados, colocou-se primeiramente o gel de separacdo na

ranhura com a ajuda de uma pipeta graduada.

Figura 23 - Cassete de gel, Mini-Protean Il para a realizagdo de eletroforese para estudo do
padrdo das esterases de Meloidogyne sp. (fonte: Lab. Bioquimica e Biologia Molecular INIAV).

Depois de 60 minutos a repousar, a polimerizacdo fica completa e o gel solidificado,
retirando-se o0 pente, 0s encaixes e as molas e colocando as cassetes dentro de um
pequeno recipiente retangular, onde é introduzida uma solu¢do aquosa condutora de
eletricidade (solucao tampéao) que vai permitir uma conducéo elétrica por todo o gel
(Figura 24).
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Para iniciar a separacéo das proteinas, colocou-se a tampa do recipiente e ligaram-se
0s elétrodos negativo e positivo, ajustando a corrente a 80 watts. O processo de
separacao demora cerca de 1 hora dependendo do tamanho médio das proteinas e da
concentracdo de acrilamida no gel. Desligada a fonte de energia, as cassetes do
reservatorio foram retiradas e os vidros removidos com muito cuidado, um de cada vez,

sendo o vidro mais pequeno o primeiro.

O gel extraido foi cortado e retirado o gel de concentracdo, e o gel de separacao foi
diretamente submerso numa solug&o com corante de acetato a-naftil, deixando repousar
por aproximadamente 60 minutos. Depois, a solugdo corante foi escoada e o gel
submerso em acido acético para retirar o excesso do corante do gel de separagédo. O

gel permaneceu de um dia para o outro no acido, visando obter bandas mais nitidas.

No final, foi possivel observar o aparecimento de vérias colunas, com varias bandas na
horizontal, sendo que cada coluna corresponde a uma amostra e as bandas mostram o
tamanho molecular das proteinas contidas nessa amostra, de acordo com Esbenshade
& Triantaphyllou, 1990. Os fenétipos padréo utilizados foram o J3 (M. javanica), os

padrdes 11 e 12 (M. incognita) e A2 e A3 (M. arenaria).

Figura 24 - Etapas da eletroforese especifica para a identificacdo de nemétodes com gel de
poliacrilamida (fonte: Steward, 2022).
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IV. Resultados e Discussao

4.1 Identificacdo Morfolbgica

Os métodos de extracao utilizados garantiram uma boa recuperacdo dos nematodes,
pois tanto o método de Fenwick como a flutuacdo centrifuga permitiram obter as
suspensodes de forma rapida e, no caso de Meloidogyne sp., comprovou-se uma baixa
mortalidade associada ao procedimento.

A detecao de juvenis de segundo estadio (J2) do género Meloidogyne e de quistos de
Globodera sp. apenas foi positiva no primeiro caso, ou seja, ndo foram encontrados
quistos de Globodera spp. em qualquer das amostras analisadas. Em cada amostra,
foram contabilizados os individuos J2 do género Meloidogyne, identificados de acordo
com as caracteristicas morfologicas, que se revelaram em tudo idénticas as descritas
anteriormente para o género (Eisenback, 1985; Jepson, 1987).

Os juvenis J2 eram vermiformes, delgados e claramente anelados. A regido da cabeca
estava ligeiramente afastada do corpo. O estilete era delicado, estreito e pontiagudo,
em relagdo aos bolbos estes eram pequenos e ovais. O poro excretor era saliente. A
cauda tinha formato cénico com a ponta arredondada e zona terminal da mesma hialina
distinta (Figura 25).

Figura 25 - Observacao ao microscopio de juvenis de segundo estadio do género Meloidogyne.
Juvenil: (a) regido anterior; (b) regido da cauda, (c) nematode completo (bar = 20 um) (fonte:
Rusinque et al., 2022).
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No Quadro 3, estdo expostos os resultados do municipio da Vila Franca, obtidos de
apenas duas localizacGes diferentes, provenientes de uma freguesia das seis
existentes, mais concretamente da freguesia de Ribeira Seca, obtendo-se duas
amostras da cultura da batata.

Quadro 3 - Detecédo de Meloidogyne sp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Vila Franca

Coordenadas Local Ne Local (Freguesia) Numero de Juvenis
i .
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra gu (J2) Meloidogyne sp.

37°43'25.704" N
25°25'11.182" W
37°43'29.244" N
25°25'15.093" W

38 Ribeira Seca 23

Vila Franca
80 Ribeira Seca 0

Neste municipio foram encontrados apenas 23 nematodes do género Meloidogyne em
uma das duas amostras recolhidas, correspondendo a 50% das amostras recolhidas no
concelho.

As duas amostras analisadas foram provenientes de culturas ao ar livre, ou seja, 0s 23

nematodes detetados foram todos provenientes de ar livre.

No Quadro 4, estdo apresentados os resultados do municipio de Nordeste, obtidos de
sete parcelas diferentes, provenientes de duas freguesias das nove existentes, mais
especificamente das freguesias da Achadinha e de Santo Anténio Nordestino, sendo

todas as amostras recolhidas da cultura da batata.

Neste municipio foram encontrados apenas 23 nematodes do género Meloidogyne em
trés das sete amostras analisadas, correspondendo a 42,8% das amostras recolhidas
no concelho, tendo a maior densidade populacional uma amostra contendo 16

nematodes.
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Quadro 4 - Detecédo de Meloidogyne sp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Nordeste

Coordenadas Local Ne Local (Freguesia) Numero de Juvenis
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra g (J2) Meloidogyne sp.

37°51'9.349" N

95 Achadinha 6
25°17'32.626" W
37°49'25.490" N

96 Achadinha 1
25°17'3.584" W
37°49°41.358°N 97 Achadinha 0

25°17'19.079" W
37°50'55.259" N

Santo Antonio

Nordeste 98 0
25°13'5.135" W Nordestino
37°51'10.170" N 99 Santo Antonio 0
25°12'52.722" W Nordestino
37°51'14.227" N Santo Antonio
100 . 16
25°12'27.342" W Nordestino
37°50'59.352" N 101 Santo Antonio 0
25°12'17.543" W Nordestino

Podemos observar no quadro 5, um resumo dos resultados obtidos no municipio de
Ponta Delgada, estando no anexo 1 os resultados mais detalhados. As amostras foram
provenientes de 14 localizacGes diferentes, seis freguesias das 25 existentes, mais
concretamente das freguesias de Arrifes, Livramento, Mosteiros, Sao Pedro, Sdo Roque

e Ginetes, num total de 39 amostras.

As 39 amostras foram provenientes de 20 culturas diferentes (80% das culturas em

estudo), sendo 17 parcelas cultivadas em estufa (43,6%) e 22 em ar livre (56,4%).

A alface predominou, totalizando sete amostras (17,9%), seguindo-se a batata com seis
amostras (15,4%), e em terceiro lugar o tomate, com trés amostras (7,7%). Neste
concelho foram detetados um total de 662 nematodes Meloidogyne sp. em 33 amostras,
correspondendo a 84,6% das amostras recolhidas no concelho. A cultura com maior
numero de individuos foi a alface, com 337 neméatodes em cinco de sete amostras, cerca
de 50,9% dos nematodes encontrados, sendo que s6 numa amostra foram contados
258 individuos. Seguiu-se a batata, com 65 individuos (9,8%) nas seis amostras em
estudo, e em terceiro lugar o tomate com 58 nematodes (8,8%) nas trés amostras

analisadas.

Das 33 amostras com presenca de nematodes, 14 foram provenientes de culturas
protegidas e 19 de culturas ao ar livre, sendo encontrados 509 individuos em estufa e

apenas 153 em ar livre.
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Quadro 5 - Detecédo de Meloidogyne sp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Ponta Delgada

Numero de
P N2 Total de X Culturas X i
Municipio Freguesia . Estufa/ Ar Livre Juvenis (J2)
amostras prediletas .
Meloidogyne sp.
Arrifes 313
Ginetes Alf 54
Livriamento ace Estufa (14) 72
Ponta Delgada 39 - Batata )
Mosteiros T Ar livre (19) 2
— omate
Sao Pedro 4
Sao Roque 220

No Quadro 6 estdo apresentados em resumo, os resultados do municipio de Ribeira
Grande, estando o quadro com a totalidade dos resultados no anexo 2. As amostras
foram recolhidas de 30 localizacBes diferentes, provenientes de sete freguesias das 14
existentes, mais concretamente das freguesias de Calhetas, Fenais da Ajuda, Lomba
de S&o Pedro, Pico da Pedra, Rabo de Peixe, Ribeira Seca e Ribeirinha, obtendo-se 44
amostras.

Quadro 6 - Detecdo de Meloidogyne sp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Ribeira Grande

Y N2 Total de . Culturas . Nume.ro (i
Municipio Freguesia ., Estufa/ Ar Livre Juvenis (J2)
amostras prediletas i
Meloidogyne sp.
Calhetas 38
Fenais da Ajuda 548
Lomba de Sdo Pedro Batata 69
- - Estufa (10)
Ribeira Grande 44 Pico da Pedra Couve Repolho ) 6
- Arlivre (34) b———
Rabo de Peixe Morango 114
Ribeira Seca 7
Ribeirinha 86

As amostras referidas foram colhidas de 14 culturas diferentes (56% das culturas em
estudo), sendo 34 cultivadas em ar livre (77,3%) e 10 em estufa (22,7%). A cultura
predominante foi a batata com 25 amostras (56,8%), seguindo-se o tomate e o0 pepino
com trés amostras (6,8%), em terceiro lugar surge a couve repolho e 0 morango, com

duas amostras cada (4,5%).

Na Ribeira Grande foram encontrados 868 nematodes do género Meloidogyne em 26
amostras das 44 recolhidas, correspondendo a 59,1% das amostras colhidas no
concelho. A cultura com maior nimero de individuos foi a batata num total de 713
nematodes em 13 de 25 amostras, cerca de 82,1% dos nematodes encontrados,
realgcando-se que s6 numa amostra foram detetados 487 individuos. Em segundo lugar,

posicionou-se a couve repolho com um total de 57 individuos (6,5%) apenas em uma
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amostra das duas existentes, e em terceiro lugar o morango com 39 nematodes (4,5%)

nas duas amostras analisadas.

Das 26 amostras com presenca de Meloidogyne spp., 18 de culturas ao ar livre e apenas
oito provenientes de culturas protegida, foram encontrados 822 individuos em ar livre e
apenas 46 em estufa.

No Quadro 7, apresentam-se os resultados do municipio da Lagoa, obtidos de 6
localizacbes diferentes, provenientes de duas freguesias das cinco existentes, mais
concretamente as freguesias de Agua de Pau e Santa Cruz, dando origem a nove
amostras de solo.

As amostras foram extraidas de cinco culturas diferentes (20% das culturas em estudo),
das quais duas cultivadas em estufa (22,2%) e as restantes sete em ar livre (77,7%). O
maior numero de amostras foi o da cultura da batata com 5 amostras (55,5%), sendo as
guatro amostras restantes provenientes de quatro culturas diferentes.

Quadro 7 - Detecédo de Meloidogyne sp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Lagoa

Coordenadas Local Ne Local (Freguesia) Cultura Numero de Juvenis
. c uesi ultu ,
(°,min,s, (@) | (Concelho) [Amostra & (12) Meloidogyne sp.
37743 4.717" N 33 Agua de Pau Batata 8
25° 29' 35.569" W &
37°42'39.122" N p
o o R 34 Aguade Pau Batata 0
25°30'12.174" W
37°44'15.399" N
35 Santa Cruz Batata 27
25°33'13.514" W
37°44'21.984" N Lagoa 36 Santa Cruz Batata 15
25° 32' 55.262" W
37°43'8.424" N
37 Santa Cruz Batata 8
25° 29'37.355" W
59 Santa Cruz Alface 30
37°44'34.365" N 60 Santa Cruz Tomate 1
25°33'17.830" W 61 Santa Cruz Salsa
62 Santa Cruz Couve 4

No concelho de Lagoa, foram detetados 93 nematodes do género Meloidogyne em sete
amostras das nove extraidas, correspondendo a 77,7% das amostras recolhidas no
municipio. A cultura com maior numero de individuos foi a batata num total de 58
nematodes em quatro das cinco amostras recolhidas, cerca de 62,4%. Em segundo
lugar, posicionou-se a alface com um total de 30 individuos (32,3%), em apenas uma
amostra recolhida, e em terceiro lugar a couve de folhas com quatro nematodes (4,3%)

em apenas uma amostra analisada.
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Nas sete amostras em que foram identificados neméatodes do género Meloidogyne,
cinco de culturas ao ar livre e apenas duas provenientes de culturas protegida,

contabilizaram-se 62 individuos em ar livre e apenas 31 em estufa.

No Quadro 8, resumem-se 0s resultados do municipio da Povoacgédo, obtidos de quatro
locais diferentes, de duas freguesias das seis existentes, mais especificamente das
freguesias da Vila da Povoacéo e Nossa Senhora dos Remédios. Todas as amostras
foram retiradas da cultura da batata. Identificaram-se 147 nemétodes do género
Meloidogyne, estando presentes nematodes em todas as amostras, correspondendo a
100% das amostras recolhidas no concelho, tendo-se registado a maior densidade

populacional (72 individuos J2) uma amostra colhida na Vila da Povoacdo.

Quadro 8 - Detecdo de Meloidogyne sp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Povoagéo

Coordenadas Local Ne Local (Freguesia) Cultura Numero de Juvenis
uesi ultu ,
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra J (J2) Meloidogyne sp.

37°44'51.922" N

102 Vil P a B 72
95° 15' 52 858" W 0 ila da Povoagdo atata
37°44'57.725°N 103 Vila da Povoagdo Batata 2
25°15'36.083" W o
Povoagao

37°45'35.647" N Nossa Senhora dos

104 oo Batata 36
25°14'11.785" W Remédios
37°44'57.588" N 105 Nossa Senhora dos Batata 37
25°15'33.660" W Remédios

Relativamente ao numero de neméatodes juvenis (J2) do género Meloidogyne
identificados nas amostras, pretendeu-se ainda relacionar o nimero médio de
nematodes juvenis de Meloidogyne por concelho, tendo por objetivo verificar quais os
concelhos com maior densidade populacional de nemétodes (Figura 26). Em primeiro
lugar surge o municipio da Povoacao com 36 nematodes por amostra de 400 gramas
de solo, posicionando-se de seguida o concelho da Ribeira Grande com praticamente
19 nemétodes por amostra de 400 gramas de solo e em terceiro lugar o municipio de
Ponta Delgada com 17 nematodes por amostra de 400 gramas de solo. Ainda assim,
embora o concelho da Povoacédo apresente os valores mais elevados de densidade
populacional, os resultados poderdo nao refletir a realidade, uma vez que se baseiam
apenas em quatro amostras recolhidas neste municipio. Ja os resultados obtidos para
os concelhos de Ribeira Grande e de Ponta Delgada serdo mais representativos, uma

vez que o numero de amostras analisadas foi superior. Importa salientar que estes dois

37



concelhos sdo os que detém maior numero de exploracdes que se dedicam a

horticultura e que apresentam menor declive.
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delgada Grande
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género

édio de nematodes juvenis (J2) do
(9]

Ne

Municipios

Figura 26 - Niamero médio de nemétodes juvenis (J2) (por 400 g de solo) do género Meloidogyne
em cada um dos municipios em estudo.

Relacionando o nimero de nematodes juvenis (J2) do género Meloidogyne com as
culturas onde foram encontrados, salienta-se a cultura da batata com um total superior
a 1000 nematodes encontrados nas 49 amostras associadas a esta cultura, a que
corresponde uma média de 22 nematodes por amostra de 400 gramas de solo (Figura
27). Este valor, embora baixo, podera aumentar de forma exponencial, levando a
prejuizos relevantes para a horticultura agoriana, pois a cultura da batata na Regido

Autonoma dos Agores € a que tem maior relevancia econémica (Rusinque et al., 2022).

A cultura da alface com um total de aproximadamente 400 nematodes por 400 gramas
de solo, num total de nove amostras, corresponde a uma média de 44 nematodes por
amostra, o dobro da densidade populacional encontrada na cultura da batata. As
restantes culturas tém densidades populacionais muito inferiores, sendo pouco

relevantes.

No presente estudo, realizado na llha de S. Miguel, Acores, foram identificados
nematodes das galhas radiculares (Meloidogyne spp.) numa diversidade de culturas
consideravel, sendo as mais afetadas a batateira, a alface e a couve repolho. Em
Portugal continental, sendo a batateira também a cultura mais afetada por estes
nematodes, seguem-se-lhe o tomateiro e a cenoura (Rusinque et al., 2018). A elevada

diversidade de culturas afetadas reflete a elevada polifagia apresentada por este género
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de nematodes, sendo que a lista de hospedeiros, em Portugal, € ainda muito incompleta.
Um estudo recente, levado a efeito no pais, permitiu identificar 22 plantas hospedeiras
diferentes, principalmente culturas horticolas de ar livre e também gramineas, plantas
ornamentais e fruteiras, parasitadas por nematodes Meloidogyne (Rusinque et al.,
2023).
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Figura 27 - NUmero de nematodes juvenis de segundo estadio de Meloidogyne sp. (em 400 g de
solo), por cultura.

4.2 Biotestes com Meloidogyne sp.

Depois de efetuada a pré-selecao das amostras, apenas as que continham individuos
J2 de Meloidogyne sp., passaram para bioteste. O bioteste foi considerado positivo
sempre que foram observadas galhas radiculares nas plantas de tomateiro, variedade

Coracao-de-Boi (indicadora), caso contrério foi negativo.

Em Vila Franca, das duas amostras recolhidas, apenas numa foi realizado bioteste,

tendo este um resultado positivo (Quadro 9).

Quadro 9 - Resultado dos biotestes das amostras do municipio de Vila Franca

Resultado Data de |Data de Fim
Coordenadas Local NE Local (Freguesia) Bioteste Inicio dos dos
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra & Meloidogyne | . .
- Biotestes | Biotestes
37743'25704"N 38 Ribeira S Positivo 16/04/2021| 15/06/2021
25°25'11.182" W . eliraveca
- - Vila Franca

37°43'29.204°N 80 Ribeira Seca N3o Efetuado
25°25'15.093" W
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Por sua vez, das quatro amostras recolhidas do concelho de Povoacéo, todas elas foram
submetidas a bioteste, sendo que trés delas deram resultado positivo e apenas um

negativo (Quadro 10).

Quadro 10 - Resultado dos biotestes das amostras do municipio da Povoacéo

Resultado Data de |Data de Fim
Coordenadas Local NE Local (Freguesia) Bioteste Inicio dos dos
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra & Meloidogyne | . .
o Biotestes | Biotestes

37°44'51.922" N
25°15'52.858" W
37°44'57.725" N
25°15'36.083" W

102 Vila da Povoagdo Positivo 11/11/2021| 10/01/2021

103 Vila da Povoagdo Negativo |11/11/2021| 10/01/2021

37 a5 e N | OVoaRO Nossa Senhora d

. ossa Senhora dos
o " 104 L Positivo 11/11/2021( 10/01/2021
25°14'11.785" W Remédios
37°44'57.588" N Nossa Senhora dos "

, " 105 Lo Positivo 11/11/2021| 10/01/2021
25°15'33.660" W Remédios

Do concelho de Nordeste, duas das trés amostras de solo em que foram realizados

biotestes apresentaram resultado positivo (Quadro 11).

Quadro 11 - Resultado dos biotestes das amostras do municipio do Nordeste

Resultado Data de |Data de Fim
. i
Coordenadas Local Ne Local (F ia) Bioteste Inicio d d
) ocal (Freguesia ., nicio dos os
(°,m|n,s,) (Concelho) |Amostra i Meloidogyne | . .
- Biotestes | Biotestes
37°51'9.349" N
o 1o " 95 Achadinha Positivo 11/11/2021| 10/01/2021
25°17'32.626" W
37°49' 25.490" N
o } 9% Achadinha Negativo [11/11/2021| 10/01/2021
25°17'3.584" W
37°49'41.358" N
7 Achadinh N3&o Ef
25° 17 19.079" W 9 chadinha do Efetuado
37°50'55.259" N Santo Antonio
Nordeste 98 Nao Efetuad
25°13'5.135" W Nordestino do Eietuado
37°51'10.170" N Santo Antonio
N3&o Ef
25°12'52.722" W 9 Nordestino 3o Efetuado
37°51'14.227" N Santo Antonio
100 Positi 11/11/2021( 10/01/2021
25° 12 27.342" W Nordestino osttive /1 /01/
37°50'59.352" N Santo Antonio
101 N3&o Ef
25°12'17.543" W 0 Nordestino 3o Efetuado
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Quadro 12 — Resumo dos resultados dos biotestes das amostras do municipio de Ponta Delgada

Ne Total de . . X . Nimero de
5 Freguesia Positiva Negativa Inconclusiva )
Biotestes Biotestes

6

Municipio

Arrifes
Ginetes
Liviamento
Mosteiros
Sdo Pedro
Sdo Roque
Totais 15 10

Ponta Delgada 34

N = o~

O ||k, IO
N R [[O|lw( NN

O I ([O|0 |o|u N

34

No que se refere ao municipio de Ponta Delgada, foram a bioteste 34 amostras, dentre
as quais, nove foram inconclusivas, pois as plantas destas amostras sofreram um
atague de oidio, ndo havendo mais solo para proceder a novo bioteste (Quadro 12). Das
restantes 25 amostras, 10 deram resultado negativo e 15 positivo, estando o quadro de

resultados completo no anexo 3.

Quadro 13 - Resultado dos biotestes das amostras do municipio da Lagoa

Resultado .
Coordenadas Local Ne . Bioteste D.a.ta CE | REE) CElEm
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra FeXEEl (AR e e Meloidogyne In.|C|o G . CL
o Biotestes | Biotestes
37°43'4.717" N p .
25° 20" 35, 569" W 33 Agua de Pau Positivo  |29/03/2021| 28/05/2021
37°42'39.122"N 34 Agua de Pau N3o Efetuado
25°30'12.174" W
37°44'15.399" N .
oo \ 35 Santa Cruz Positivo 29/03/2021| 28/05/2021
25°33'13.514" W
37°44'21.984" N Lagoa 36 Santa Cruz Positivo 16/04/2021| 15/06/2021
25°32'55.262" W
37°43'8.424" N .
25° 991 37.355" W 37 Santa Cruz Inconclusivo |16/04/2021| 15/06/2021
59 Santa Cruz Inconclusivo |28/04/2021| 28/06/2021
37°44'34.365" N 60 Santa Cruz Inconclusivo |28/04/2021| 28/06/2021
25°33'17.830" W 61 Santa Cruz N3do Efetuado
62 Santa Cruz Inconclusivo |28/04/2021| 28/06/2021

Com origem no municipio da Lagoa, foram submetidas sete amostras a bioteste, sendo
os resultados de quatro foram inconclusivos, pois as plantas sofreram também com o
ataque de oidio. Das restantes trés amostras, todas deram resultado positivo (Quadro
13).

Da Ribeira Grande submeteram-se a bioteste 26 amostras, das quais oito foram
inconclusivas, pois as plantas sofreram igualmente um ataque de oidio, e ndo houve

solo repetir o bioteste (Quadro 14). Das restantes amostras (18), nove deram resultado
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positivo para Meloidogyne sp. e nove negativo. O quadro de resultados completo,

encontra-se no anexo 4.

Quadro 14 - Resumo dos resultados dos biotestes das amostras do municipio da Ribeira Grande

Ne Total de . . . . Numero de
. Freguesia Positiva Negativa Inconclusiva i
Biotestes Biotestes

2
3
1
3
1

Municipio

Calhetas
Fenais da Ajuda
Lomba de Sao Pedro

Ribeira Grande 26 Pico da Pedra
Rabo de Peixe
Ribeira Seca
Ribeirinha

O |l—r|lO|lB LR |O|N|F
O |||l IR, ||
o |O |l |lw oo |o|o

Totais 26

4.3 Analise Bioquimica
As raizes com galhas radiculares das varias plantas de cada amostra foram enviadas
para o INIAV, para extracdo das fémeas e realizacdo da eletroforese em gel de
poliacrilamida para a determinacdo do perfil da esterase e posterior identificagdo da
espécie. Os fendtipos utilizados como padrédo foram os elaborados por Esbenshade &
Triantaphyllou, (1990), sendo estes os mais comumente utilizados nas identificacdes

bioguimicas de nematodes, assegurando-se assim resultados fidedignos.

As bandas que apareceram no gel da eletroforese do fenétipo 12 da espécie M. incognita
apresentaram-se no geral ligeiramente abaixo da primeira banda de referéncia e com

uma mobilidade relativa Rm: 1,04 e Rm: 1,11.

No caso da identificacdo da espécie M. arenaria, as bandas do fen6tipo A2 apareceram
geralmente entre a primeira e segunda banda de referéncia e com uma mobilidade
relativa de Rm: 1,16 e Rm: 1,22.

Em relagdo a espécie M. javanica, o fenétipo J3 foi utilizado em todas as amostras como
referéncia, para determinar a posicao relativa das outras espécies e da propria espécie,
sendo a mobilidade relativa Rm:1, Rm:1,17, Rm:1,26, como se pode observar na Figura
28.
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Figura 28 - Fendtipos das esterases de homogenatos de proteinas dos ovos das fémeas das
espécies Meloidogyne arenaria, M. incognita e M. javanica e respetivas ilustracdes de referéncia
(fonte: Lab Nematologia INIAV).

A identificacdo das espécies do género Meloidogyne foi efetuada em apenas 33
amostras, pois unicamente estas apresentaram bioteste positivo, com galhas para que

permitissem avancar para a andlise bioquimica. Destas 33 amostras, apenas foi
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possivel identificar a espécie em 20, sendo que nas restantes 13 amostras nao foi
possivel fazé-lo, porque as raizes ndo chegaram em boas condi¢des as instalacbes do

INIAV, e o material biolégico ndo estava em condicfes para a eletroforese.

As restantes 72 amostras, do total das 105 amostras, ndo foram submetidas a
eletroforese 20, porque o resultado do bioteste foi negativo 31, porque nao foram
detetados individuos do segundo estadio J2 e 21 amostras, por terem sido observados
resultados inconclusivos nos biotestes, devido aos ataques de oidio e ndo haver mais

solo para proceder a novo bioteste.

No presente estudo, foram identificadas as trés espécies do género Meloidogyne, mais
dispersas a nivel mundial, M. incognita, M. arenaria e M. javanica, estando M. incognita
presente em 16 das 20 amostras, correspondendo a cerca de 80% das amostras em
gue efetivamente se procedeu a uma identificacéo, e 15,2% das 105 amostras iniciais.
Nas condi¢bes estudadas, M. incognita surge, portanto, como a espécie predominante
na llha de S. Miguel, Agores.

Meloidogyne incognita foi identificada em 10 amostras provenientes de culturas em
estufa e apenas seis em ar livre, representando 62,5% das amostras em estufa e 37,5%
ao ar livre. Quanto aos municipios de onde as amostras eram oriundas, 11 eram
originarias de Ponta Delgada, uma de Ribeira Grande, trés de Lagoa e uma de Vila

Franca.

A cultura da batata foi a hospedeira predileta de M. incognita, estando presente em cinco
amostras, seguindo-se a alface em duas, e com apenas uma amostra positiva em

acelga, brécolos, curgete, ervilha, espinafre, feijao verde, pepino e tomate.

Quanto a M. arenaria, esta espécie foi encontrada em apenas duas das 20 amostras,
equivalendo a 10% das amostras em que de facto se obteve uma identificacdo, e a 1,9%
das 105 amostras recolhidas, sendo uma amostra de ar livre e outra de estufa, ambas
provenientes do municipio de Ribeira Grande. Esta espécie foi encontrada em duas
culturas diferentes sendo elas a couve repolho e o feijdo verde, a primeira em ar livre e

a segunda em estufa.

Meloidogyne javanica foi detetada em apenas duas das 20 amostras, representando
10% das amostras submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e a 1.9% das 105
amostras iniciais, sendo encontrada apenas em estufa, em duas culturas diferentes:
espinafres e tomate. Tendo sido M. javanica a primeira espécie a ser assinalada na

regido (Rusinque et al., 2018) seria de esperar que estivesse mais dispersa
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A densidade populacional de M. arenaria e M. javanica foi de 20 — 25 nemétodes por
400 gramas de solo, enquanto a de M. incognita foi superior, com 35 — 45 nematodes

por 400 gramas de solo.

Em resumo, as principais espécies de Meloidogyne identificadas na ilha de S. Miguel,
quer em ar livre quer em cultura protegida foram as pertencentes ao grupo “tropical”, e
as mais amplamente distribuidas em todo o mundo, estando cada vez mais adaptadas
ao clima temperado. Em relacdo a sua presenca na ilha de S. Miguel, M. incognita foi
detetada em todos os concelhos prospetados, enquanto M. arenaria e M. javanica foram

encontradas mais localmente (Figura 29).

Ponta " &= T N 41 5
Delgada r N B e .

rd

@ Meloidogyne incognita

L ] Vila Franca do Campo

@Meloidogyne arenaria

@ Meloidogyne javanica v

Figura 29 - Municipios onde foram identificadas as espécies de Meloidogyne na llha de Sédo
Miguel, Acores (Rusinque et al., 2022)

Na figura 30, procede-se a uma sintese dos resultados obtidos na identificacao
bioquimica, encontrando-se no municipio de Ponta Delgada, o maior namero de
amostras com espécies de Meloidogyne identificadas, neste caso 13, sendo 11 da
espécie M. incognita e apenas duas de M. javanica. Segue-se o concelho de Ribeira
Grande com trés amostras no total, sendo uma de M. incognita e duas de M. arenaria.
No municipio da Lagoa apenas foram identificadas amostras com M. incognita num total

de trés amostras e em Vila Franca foi identificada apenas uma espécie M. incognita em
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uma amostra. Nos restantes dois municipios, néo foi identificada nenhuma espécie de

Meloidogyne.

12

10

Numero de amostras
(o)}

N

Mg | .

Ponta Delgada Ribeira Grande Lagoa Vila Franca Nordeste Povoacao
Municipios
B Meloidogyne incognita B Meloiodgyne arenaria B Meloidogyne javanica

Figura 30 - Sintese de resultados da identificacdo bioquimica (perfil das esterases) de
Meloidogyne spp.

De salientar que foram apenas identificadas amostras com as trés espécies de
Meloidogyne mais comuns a nivel mundial. A espécie M. luci, assinalada pela primeira
vez na regido dos Acores em 2021 (Rusinque et al., 2021), ndo foi identificada no
presente estudo, o que parece indiciar que ndo se encontra dispersa na llha de S.
Miguel, Acores.

Os resultados obtidos no &mbito desta dissertagdo contribuiram para o artigo “Root-knot
nematode species associated with horticultural crops in the Island of Azores” (Rusinque
et al., 2022), que constituiu o primeiro levantamento realizado em culturas horticolas na

ilha de S&o Miguel, Acores, quanto a Meloidogyne spp.
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V. Conclusao

Os nematodes sdo um problema crescente na atividade agricola, e no caso dos
nematodes das galhas radiculares, Meloidogyne spp., esse impacto € agravado devido
a elevada capacidade destes nematodes em parasitar novas espécies de plantas e
adaptar-se a diferentes condi¢cbes edafoclimaticas. Este facto € ainda mais premente
num cenario de alteracfes climaticas e de maior suscetibilidade das culturas ao ataque

de pragas e doencas.

Tendo em conta esta situacao, o presente estudo veio contribuir com informacéo acerca
da prevaléncia das espécies dos géneros Meloidogyne e Globodera nas culturas

horticolas em todos os municipios da ilha de Sao Miguel, de uma forma exaustiva.

Estes resultados séo particularmente relevantes pois foram identificadas as espécies
presentes nos diversos municipios. Isto tem como consequéncia imediata que o0s
produtores dessas regides poderdo equacionar medidas mais adequadas no que
respeita ao binémio cultura-nematode fitoparasita e, também, uma vez que foram
envolvidos neste trabalho, estarem mais alerta para o aparecimento de sintomas e sinais
suspeitos do ataque de neméatodes radiculares, colmatando a falta de informacéo até

agui existente.

Além disso, este estudo foi um complemento & prospecdo de neméatodes anualmente
implementada pela Direcdo Regional, sob a responsabilidade da DGAV. Era sabido que
qualquer nematode de quarentena que fosse encontrado teria logo de ser comunicado
as entidades responsaveis, mas ndo houve nenhum registo destes organismos nas

amostras analisadas.

Em relagdo aos nematodes do género Globodera, ndo foi detetado nenhum individuo
em todas as amostras observadas, 0 que permite concluir gue os nematodes de quisto
da batateira, apesar de presentes na ilha, terdo uma distribuicdo limitada. De fato, até
2020, os Agores eram considerados como zona isenta dos NQB (In&cio et al., 2020), de
acordo com o Regulamento da Comissdo Europeia CE 690/2008, atualizado pelo
Regulamento de Implementagdo UE 2016/873. O seu estatuto passou a ser “presente,
com poucas ocorréncias” e este estudo vem confirmar essa informagéo. Contudo,
devera manter-se um bom nivel de alerta para a sua detecéo, e todos os cuidados para
prevenir novas introdugbes e decorrente disperséo, principalmente com a batata de

semente importada.
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Quanto a Meloidogyne spp., foram identificadas as trés espécies de Meloidogyne mais
comuns na horticultura (Conceicdo et al., 2009), e que tendem a afetar mais as
producdes, sendo M. incognita a espécie detetada com maior frequéncia (16 amostras),

seguida de M. arenaria e M. javanica detetadas em apenas duas amostras cada.

A densidade populacional encontrada foi relativamente baixa para todas as espécies,
tendo M. incognita cerca de 35—-45 nemétodes por 400 gramas de solo e as outras duas
espécies 20-25 neméatodes por 400 gramas de solo.

E de salientar que das 105 amostras iniciais, excluindo as 21 inconclusivas e as 31 em
gue nao foram detetados juvenis de Meloidogyne sp., nas restantes 53 amostras, nas
quais foi concluido o bioteste, obtiveram-se 33 amostras com resultado positivo para
Meloidogyne spp., ou seja cerca de 62.3%.

De maneira geral, a erradicacdo de nemétodes é muito dificil, e torna-se ainda mais
complexa quando se trata de espécies de Meloidogyne. A capacidade de se adaptarem
a condicOes temperadas e a sua ampla gama de hospedeiros, tornam o0 seu controlo
uma tarefa complicada. Além disso, diversos nematodicidas foram recentemente
regulamentados ou proibidos na Unido Europeia, devido aos impactos adversos no meio
ambiente e na saude humana, reduzindo as alternativas no que respeita a meios de
protecdo contra estes agentes. Portanto, para definir estratégias sustentaveis, é
necessario um diagnostico preciso e conhecimento sobre a(s) espécie(s), sendo a
combinacdo de andlises morfolégicas, bioquimicas e moleculares a abordagem mais
eficaz para a identificacdo destas espécies (Rusinque et al., 2021). A espécie de
quarentena M. luci, identificada em batata e outros hospedeiros em Portugal continental
(Maleita et al., 2018; Santos et al., 2019) e mesmo nos Agores (Rusinque et al., 2021),

néo foi detetada neste estudo, apontando para a sua distribuig&o restrita na regido.

Os nematodes das galhas radiculares representam uma ameaca generalizada,
causando danos economicamente significativos em varias culturas. Entre eles, M.
incognita, M. arenaria e M. javanica apresentam desafios particulares devido a sua
reproducdo rapida, curto tempo de geracdo e amplo espectro de hospedeiros. O
conhecimento das espécies de Meloidogyne numa determinada zona ou cultura € crucial
para o desenvolvimento de estratégias eficazes gestdo, bem como para fins de
guarentena. Este trabalho perfila-se como a primeira avaliacdo da presenca destes
nematodes na ilha de Sdo Miguel, Acores e os resultados obtidos constituem a primeira
detecdo de M. incognita em brdcolos, ervilha, acelga, pepino e courgette; de M. arenaria
em feijo verde e couve repolho; e de M. javanica em espinafres em termos nacionais,
contribuindo com conhecimento relevante para a distribuicdo dos nematodes das galhas

radiculares em Portugal e na Europa.
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VII.

Anexos

Anexo 1

Quadro 15- Detecdo de Meloidogyne spp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Ponta Delgada (Quadro completo)

Coordenadas Local N2 Local (F . Numero de Juvenis
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra CealliSehe (J2) Meloidogyne sp.
1 Sao Roque 5
2 Sao Roque 21
37°45'17.906" N 3 S3o0 Roque 16
25° 37'43.507" W 4 S3o Roque 0
5 Sao Roque 3
6 Sao Roque 2
7 Sao Roque 26
37°45'23.306" N 8 Sdo Roque 23
25° 37'58.962" W 9 Sao Roque 44
10 Sao Roque 33
11 Sao Roque 5
37°46'21.846" N 12 Sdo Roque 25
25° 37'25.018" W 13 Sao Roque 8
14 Sao Roque 9
39 Livramento 45
40 Livramento 11
37°45'53.100" N 41 Livramento 0
25°35'27.100" W 42 Livramento 5
43 Livramento 9
44 Livramento 2
37°45'26.647" N 45 Arrifes 35
25°41'47.965" W |Ponta Delgada 46 Arrifes 5
37°45'42.534" N 47 Arrifes 258
25° 40' 45.588" W 48 Arrifes 9
37°45'31.730" N 49 Arrifes 4
25°40'34.838" W 50 Arrifes 2
37°45'12.658" N 51 S3o Pedro 3
25°39'54.464" W 52 Sao Pedro 1
53 Ginetes 0
37° 50' 24.565" N >4 Ginetes 0
25° 49' 58.649" W 25 Ginetes el
56 Ginetes 15
57 Ginetes 0
37°50'19.943" N .
25° 50' 2.742" W >8 Ginetes
37°50'17.685" N 65 Ginetes 1
25°50'32.781" W
37°50'38.130" N 66 Ginetes 9
25° 50'45.420" W 67 Ginetes 18
37°50'23.730" N .
25° 50' 36.240" W 68 Ginetes 2
37°53'18.427" N .
69 Mosteiros 2

25° 48' 49.597" W
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Anexo 2

Quadro 16 - Detecéo de Meloidogyne spp. em amostras de 400 gramas, de solos horticolas do
municipio de Ribeira Grande (Quadro completo)

Coordenadas Local Ne 5 NdGamero de Juvenis
(°,min,s,) (Concelho) |Amostra el (REaEE) (J2) mMeloidogyne sp.
15 Rabo de Peixe 24
37°48'16.643" N 16 Rabo de Peixe 1
25° 35'31.848" W 17 Rabo de Peixe 5
18 Rabo de Peixe 2
23 Rabo de Peixe 2
37°45' 26.647" N 24 Rabo de Peixe 0
25° 41' 47.965" W 25 Rabo de Peixe 0
26 Rabo de Peixe 1
31 Rabo de Peixe 57
37°45'42.534" N 32 Rabo de Peixe 12
25° 40' 45.588" W 63 Rabo de Peixe 6
64 Rabo de Peixe 3
37°48'4.025" N 82 Rabo de Peixe 1
25° 34' 32.610" W
27 Calhetas 3
37°49'1.074" N 28 Calhetas 0
25°35'57.127" W
29 Calhetas 0
30 Calhetas 35
19 Pico da Pedra 4
37° 48" 28.440" N 20 Pico da Pedra 0
25° 37' 26.627" W 21 Pico da Pedra 0
Ribeira Grande 22 Pico da Pedra 1
37°48"31.497" N 81 Pico da Pedra 1
25° 37'17.697" W
37°4827.552" N 70 Ribeira Seca 0
25° 32'43.628" W
37° 48’ 26.508" N 71 Ribeira Seca 0
25°33'9.157" W
37748 55.726" N 72 Ribeira Seca 0
25° 32' 28.629" W
37°48'43.950" N 73 Ribeira Seca 3
25° 33'6.360" W
37°48'13.677"N 74 Ribeira Seca 0
25° 32'23.734" W
37748 19.435" N 75 Ribeira Seca 1
25° 32'11.068" W
37°48'30.272" N 76 Ribeira Seca 0
25°33'1.325" W
37°48'29.512" N .
77 Ribeira Seca 1
25°32'51.914" W
37°48'27.947" N .
o ot " 78 Ribeira Seca 1
25°33'10.786" W
37°48'25.136" N o
25° 33' 11 659" W 79 Ribeira Seca 1
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37°49'13.350" N
25°29'47.432" W

37°50'40.052" N
25°20'6.828" W

37°50'52.915" N
25° 19'18.606" W

37°50'54.564" N
25°19'19.621" W

37°51'17.046" N
25°19'18.772" W

37°50'49.841" N
25° 20' 10.036" W

37°51'45.767" N
25°19'3.911" W

37°51'27.194" N
25°18'52.798" W

37°50'57.692" N
25° 18'40.687" W

37°50'44.171" N
25°18'39.139" W

37°50'41.662" N
25°18'52.787" W

37°50'10.604" N
25°19'25.230" W

Ribeira Grande

83 Ribeirinha 86
84 Fenais da Ajuda 0
85 Fenais da Ajuda 4
86 Fenais da Ajuda 0
87 Fenais da Ajuda 57
88 Fenais da Ajuda 0
89 Fenais da Ajuda 487
Lomba de S3o
90 69
Pedro
91 Lomba de S3o 0
Pedro
9 Lomba de S3o 0
Pedro
Lomba de S3o
93 0
Pedro
94 Lomba de Sao 0
Pedro
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Anexo 3

Quadro 17 - Resultado dos Biotestes das amostras do municipio de Ponta Delgada

Resultado Data de |Data de Fim
Coordenadas Local M Bioteste
= (Concelho) |Amostra Local (Freguesia) Meloidogyne In.inin dos . dos
spp. Biotestes Biotestes
1 S0 Rogque Positivo 17/02/ 2021  19/04/2021
2 30 Roque Positivo 19/02/2021| 21/04/2021
37745 17.906" N 3 $30 Roque Positive | 19/02/2021| 21/04/2021
257 37 3507 W 4 Sdo Rogue Ndo Efetuado
5 Sdo Rogue Positivo 25022021 26/04/2021
B Sdo Rogque Positivo 250220 26f04/2021
7 S0 Rogue MNegative | 25/02/2021| 26/04/2021
377 45 23.306" N 8 530 Roque Positive | 02/03/2021| 03/05/2021
257 37" 58.962" W Q9 530 Rogue Positivo 02/03/2021( 03/05/2021
10 Sao Rogue MNegative | 04/03/2021| 05/05/2021
11 530 Rogque Positive | 04/03/2021| 05/05/2021
37° 48 21.846" N 12 §3o0 Roque Positive | 05/03/2021| 06/05/2021
257 37 25.018" W 13 530 Rogue Inconclusive | 25/03/2021( 25/05/2021
14 S0 Rogue Inconclusive | 25/03/2021| 25/05/2021
14 Livramento Positivo 16/04/2021| 15/08/2021
40 Livramento Positivo 16/04/2021( 15/06/2021
37745 53.100" N 41 Livramento Mo Efetuado
25° 35" 27.100" W 42 Livramento MNegative | 16/04/2021| 15/06/2021
43 Livramento Negativo | 16/04/2021) 15/06/2021
44 Livramento Negativo | 16/04/2021| 15/06/2021
37745 26.647" N 45 Arrifes Positivo 1602021 15/06/2021
25" 41' 47.965" W |Ponta Delgada 4B Arrifes Inconclusive | 16/04/2021| 15/08/2021
37745 42 534" N a7 Arrifes Inconclusive | 16/04/2021| 15/06/2021
257 40" 45.588" W 45 Arrifes Positivo 16/04/2021( 15/06/2021
37745 31.730" N 49 Arrifes MNegative | 16/04/2021| 15/06/2021
257 40" 34.838" W 50 Arrifes Megative | 16/04/2021| 15/06/2021
37745 12.658" N 51 Sd0 Pedro Negativo | 16/04/2021| 15/06/2021
25° 39" 4. 464" W 52 Sd0 Pedro Positivo 16/04/2021( 15/06/2021
53 Ginetes MNdo Efetuado
17° 50 24.565" N 54 Ginetes Nio Efetuado
55* 49 58,648 W 55 Ginetes Inconclusive | 28/04/2021| 28/06/2021
56 Ginetes Inconclusivo | 28/04/2021| 28/06/2021
57 Ginetes MNado Efetuado
3;“ g' jf?T; 1‘3 58 Ginetes Negativo | 28/04/2021| 28/06/2021
37° 50 17.685" N . .
St 5 32 781" W 65 Ginetes MNegative | 28/04/2021| 28/06/2021
37° 50 38.130" N &6 Ginetes Inconclusive | 28/04/2021( 28/06/2021
25° 50" 45 420" W 67 Ginetes Inconclusive | 28/04/2021| 28/06/2021
,j‘; :3 :é‘;;? :‘: 62 Ginetes Inconclusivo | 28/04/2021| 28/06/2021
;5? ;; j; :;;, :.l' &9 Mosteiros Positivo 28f0a/2021( 28/06/2021
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Anexo 4

Quadro 18 - Resultado dos Biotestes das amostras do municipio da Ribeira Grande

Resultad o i el | vt =l Fanrs
Coordenadas Local M2 Local F ia) Bioteste Inicio d do
. ocal (Freguesia nicio dos 5
* min,s,.= ) Concelho) |Amostra i
(*,min, ) { ) Meloidogyne Biotestes| Biotestes
spp.
15 Rabo de Peixe Inconclusive | 25/03/2021| 25/05/2021
3748 16.843" N 16 Rebode Peixe Megativo 25/03/2021| 25/05/2021
25% 35" 31.848" W 17 Rebode Peixe Positivo x9/03/2021| 28/05/2021
18 Rabo de Peixe Megativo | 29/03/2021| 28/05/2021
23 Rabo de Peixe Positive | 29/03/2021| 28/05/2021
377 45 26.647"N 24 Fabo de Peixe Mio Efetuado
257 41" 47 965" W 25 Rabo de Peixe Mio Efetuado
26 Rabo de Peixe Megativo | 29/03/2021| 28/05/2021
31 Rabode Peixe Positive | 29/03/2021| 28/05/2021
37° 45 42 534" N 32 Rabo de Peixe Positivo | 29/03/2021| 28/05/2021
257 40' 45.588" W 63 Rebo de Peixe Inconclusive | 28/04/2021| 28/06/2021
B4 Rabo de Peixe Inconclusive | 28/04/2021| 28/06/2021
3748 4.5 N
82 Rabo de Peixe Megativo 11/11/2021| 1 2021
25° 34' 32.610" W & vy o/oy
27 Calhetas Megativo X9/03/2021| 28/05/2021
37049 1. 74" N —
e — 28 Calhetas Ni;ﬂ- Efetuado
9 Calhetas Mio Efetuado
30 Calhetas Positivo | 29/08/2021| 28/05/2021
19 Pico da Pedra Positiva 29/03/2021| 28/05/2021
s e s
25 37' 26.627" W roferere L
Ribeira Grande| 22 Pico daPedra Megative | 29/03/2021| 28/05/2021
37 AR 31.407"N
81 Pico da Pedra Megativo 13/13/2021| X 2021
25° 37" 17.697" W & Y1y 0/0y/
57" 48 27.552°N 70 Ribeira Se MNio Efetuado
35* 37 43.628" W sira s 0 HEtua
3748 26.508" N -
) . 71 Ribeira Seca Mio Efetuado
533 9.157T"W
37" 48 55.726" N -
i B} 72 Ribeira eca Mao Efetuado
25° 32" 28.629" W
37 48 43950" N . .
2 27 €3G W 73 Ribeira Seca Inconclusive | 28/04/2021| 28/06/2021
37 AR 13677"N -
\ . 7d Riheira Seca Mio Efetuado
25% 32 23.734" W
3748 19.435"N
255 307 11 0GE" W 75 Riheira Seca Inconclusive | 28/04/2021| 28/06/2021
3748 30.272°N 76 Ribeira Se MNao Efetuado
25° 33 1.325" W Eire s 0 EEtua
37 AR 29513"N
28 30F €1 14" W 77 Ribeira Seca Inconclusive | 28/04/2021| 28/06/2021
37 AR 27047 N
78 Ribeira Seca Inconclusive | 31/05/2021 2021
25° 33' 10.786" W 105/ 02/08/
3748 25.136" N
79 Ribeira 3eca Inconclusive | 2 2021| 28/06/2021
257 33" 11.659" W B0/ B/06/
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3749 13.350"N
25°29'47.432" W

37° 50 40.052"N
5" 20 6.828" W

3750 52.915"N
25° 19" 1B.606" W

3750 54.564" N
25719 19.621" W

3751 17.046" N
25719 1B.772" W

37° 50 49.841" N
25° 20' 10.036" W

3751 45 767" N
25°19'3.911"W

3751 27.1%4"N
25° 18'52. 798" W

3750 57.692"N
25" 18" 40.687" W

3750 44.171"N
257 18'39.139" W

37" 50 41662"N
25° 18' 52 7ET" W

37°50 10.604" N
25°19' 25.230" W

Ribeira Grande

£3 Ribeirinha Positive | 11/11/2021| 10/01/2021
B4 Fenais daAjuda | Nao Efetuado
ES Fenais daAjuda Megative | 11/11/2021| 10/01/2021
Eb Fenais daAjuda | MNao Efetuado
BT Fenais daAjuda Positivo 11/11/2021| 10/01,/2021
EB Fenais daAjuda | Mao Efetuado
ED Fenais daAjuda Positivo 11/11/2021| 10/01/2021
Lomba de 53
90 omba ge 230 Negative |11/11/2021| 10/01/2021
Pedro
91 LombadeSio | s Fetuado
Pedro
92 LombadeSio | \ss Fretuado
Pedro
Lomba de Sdo
o3 Mao Efetuado
Pedro
g | lombadeSio | o Ffetuado
Pedro
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Anexo 5

Quadro 19 - Resultados da identificacdo das espécies de Meloidogyne das amostras com

bioteste positivo

25" 15' 33.660" W

Remédios

Resultado
Coordenadas Local nNe Bioteste Espécie de
Local (Freguesia) . r=t
(Concelho) |Amostra Meloidogyne Meloidogyne
spp.

1 Sao Roque Positivo Meloidogyne incognita
37° 45 17 906" N 2 EED Roque Pos!t!\rﬂ ME:D!ngl,rne !r‘n:l:rgn!ta
3% 37 43 507" W 3 EED Roque PﬂS!t!\l‘ﬂ Meloidogyne incognita

5 520 Roque Positivo MND

6 580 Roque Positivo e loidogyne incognita
3745 23 306" N 8 S8o0 Roque Positivo Meloidogyne incognita
25° 37 SR.962" W g S3o Roque Positivo Me loidogyne javanica
3T 4EI' 21.846: M Ponta Delgada 11 5%0 Roque Positi\rﬂ I"u"lelcrid-:rgl,rne irn:-:rgnita
25° 37 25.018" W 12 Sao Roque Positivo Meloidogyne incognita
37 45' 53 100" N 39 Livramento Positivo Meloidogyne incognita
25° 35 27.100" W 40 Livrame nto Positivo Meloidogyne incognita
3745 26.647" N 45 Armrrifes Positivo Meloidogyne incognita
37 4542 534" N 45 Arrifes Positivo Me loidogyne javanica
3745 12 658" N 52 S3o Pedro Positivo ND
3753 18.437" N - Mostei Positi Me loid . it
N — osteiros ositivo oidogyne incognita
37 48 16.643" N 17 Rabo de Peixe Positivo Meloidogyne incognita
ITA52eRdT N | 23 Rabo de Peixe Positivo Me loidogyne arenaria

- —RibeiraGrande - — - .
3745 42 534" N 31 Rabo de Peixe Positivo Me loidogyne arenaria
25° 4 45 588" W 32 Rabo de Peixe Positivo MWD

3749 1074 N 30 Calhetas Positivo ND
3748 28.440' N 19 Pico daPedra Positivo MWD
3749 13.350' N a3 Ribeirinh Positi ND

. . eirinha ositivo
EE"HIM'HEHW RibeiraGrande
37° 51'17.046" N - do Ard N
25 19 18.773" W a7 Fenais da Ajuda Positivo ND
37° 51'45.767" N o Arud N
5% 16 3.911" W 89 Fenais da Ajuda Positivo ND

IFa43 4TIT"N - .

) . 33 Agua de Pau Positivo Meloidogyne incognita
25° 29 35.569" W
37 44'15 399" N

Lagoa 35 Santa Cruz Positivo Meloidogyne incognita
25° 33 13.514" W = & £
37" 44°21 8847 N 36 Santa Cruz Positivo Me loidoyne incognita
25° 33' 55.262" W
3743 5704 N } o . . 3 a

\ . Vila Franca 33 Ribeira Seca Positivo Meloidogyne incognita

257 25 11.183" W
57 51'9.349° N a5 Achadinh Positi MD
25 17' 32.626" W chadinha ositive

MNordeste
375114 237" N 100 Santo Antonio Positi ND
25 12' 27.342" W Nordestino OSItve
3744 51923" N - .

i N 102 Vila da Povoacdo Positivo ND
25° 15" 52.858" W
37 45 35.647" N o Mossa Senhorados .

i . Povoacao 104 L Positivo ND
257 14 11.785" W Remédios
37 44' 57 588" N Mossa Senhorados .

105 Positivo ND
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