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Avaliacao do efeito de composto e fracdes enriquecidas em sustancias hiimicas em

ensaios a escala de campo e a escala laboratorial in vitro

Resumo
Com o crescimento atual da populacao surgem necessidades mais urgentes de aumentar a
produtividade agricola, redirecionar o desperdicio alimentar/agricola e diminuir o impacto de
ameacas como agentes patogénicos na agricultura. Neste sentido, a compostagem apresenta-se
como uma proposta de valor (social, ambiental e econdmica) na reutilizacdo destes excedentes,
transformando-os num composto organico com enorme valor agricola, como promotor de
crescimento e biopesticida. Tendo isto em consideracao, foi objetivo deste trabalho avaliar o efeito
que a utilizacdo de 4 compostos organicos diferentes (Residuos urbanos (N), Guano (G),
Vermicomposto (VC) e Composto de algas (CA)), e de extratos humicos e macerados preparados
a partir destes, podem ter na producao de culturas como a alface (Lactuca sativa) e 0 morangueiro
(Fragaria ananassa), num ensaio de campo; e num ensaio in vitro, a capacidade de promover o
crescimento de alface, e a inibicdo/promocdo de crescimento de microrganismos
patogénicos/mutualistas. Num estudo de campo, o composto CA a concentracao de 2,55 Kg/m?,
demonstrou produzir alfaces com mais e maiores raizes e folhas. J& o composto N, de origem
vegetal, demonstrou ser superior a um de origem animal (G), ao produzir morangos em maior
quantidade e com maior tempo de prateleira. Destacando-se que a qualidade de um composto €
mais importante que o aumento da quantidade aplicada deste, e que a presenca de um fertilizante
organico ¢, de forma geral, melhor que a sua auséncia. /17 vifro, os extratos humicos do composto
de algas (CA) produziram plantulas com raizes, peciolos e folhas mais compridas que os restantes
compostos. Os extratos humicos também se mostraram eficientes na inibicdo de crescimento de
microrganismos patogénicos como a Phytophthora cinnamomi, Salmonella typhimurium e
Xanthomonas arboricola. Além destes, também os macerados (principalmente de Guano a 50 g/L)
exerceram um efeito inibitorio no crescimento de Phyiophthora cinnamomi, Diplodia corticola, e

ha promocao de crescimento, e producao de extrélitos, de Penicillium citrinum.

De acordo com os resultados aqui presentes, parece inquestionavel a mais valia do uso de
fertilizantes organicos e das substancias neles presentes, salientando-se assim, inerentemente, o

valor de uma pratica como a compostagem.

Palavras Chave - Biopesticida, Compostagem, Composto organico, Substancias humicas



Evaluation of the effect of compost and fractions enriched on humic substances in

field assays and in vitro laboratory scale trials

Abstract
With current population growth, there are more urgent needs to increase agricultural productivity,
redirect food/agricultural waste and lessen the impact of threats as pathogens in agriculture. In
this sense, composting presents itself as a value proposition (socially, environmentally and
economically) in the reuse of these surpluses, transforming them into an organic compound with
enormous agricultural value, as a growth promoter and biopesticide. Taking this into consideration,
the objective of this work was to evaluate the effect that the use of 4 different organic compounds
(Municipal waste (N), Guano (G), Vermicompost (VC) and Algae compound (CA)), and humic and
macerated extracts. prepared from these, can have in the production of crops such as lettuce
(Lactuca sativa) and strawberry (Fragaria ananassa) in a field trial; and in an /n viro assay, the
ability to promote lettuce growth, and the inhibition/promotion of growth of pathogenic and
mutualists microorganisms. In a field study, the CA compound at a concentration of 2.55 kg/m?
was shown to produce lettuce with more and larger roots and leaves. On the other hand, the
compound N, of vegetable origin, proved to be superior to one of animal origin (G) when producing
strawberries in larger quantity and with longer shelf life. Noting that the quality of compost is more
important than the increased amount of compost added, and the presence of organic fertilizer is
generally better than its absence. /n7 vifro, the humic extracts of the algae compound (CA) produced
seedlings with longer roots, petioles and leaves than the other compounds. Humic extracts were
also effective in inhibiting the growth of pathogenic microorganisms such as Phytophthora
cinnamomi, Salmonella typhimurium, and Xanthomonas arboricola. Also, macerates (mainly
Guano at 50 g / L) exerted an inhibitory effect on the growth of Phytophihora cinnamomi, Diplodia

corticola, and on the promotion and growth of Penicillium citrinum.

According to the results presented here, it seems unquestionable the added value of the use of
organic fertilizers and the substances present in them, thus inherently emphasizing the value of a

practice such as composting.

Key-words - Biopesticide, Composting, Humic substances, Organic compost
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1 - Introducao

1.1 - Enquadramento do trabalho: dos fundamentos ao

projeto Res2ValHUM

Vivemos atualmente na época mais prospera alguma vez testemunhada a par de um aumento
populacional acelerado. A pobreza extrema (viver com menos de 1,90 dolares internacionais por
dia) diminuiu para cerca de metade nos ultimos 20 anos, 80% de todas as criancas conhecem a
vacinacdo em primeira mao e a esperanca média de vida nunca foi tdo alta (Our World in Data,
2019). Contudo, com as novas e melhores condicdes de vida, surgiram também problemas que
o ser humano nunca teve de enfrentar em tdo grande escala. De entre eles surgem dois
particularmente cruciais e que se mantém aparentemente sem resposta: como alimentamos tanta
populacdo de forma sustentavel ambiental e economicamente; e o que fazemos com todo o

desperdicio alimentar e agricola produzido nesse processo.

E sem surpresa, portanto, que neste recente virar de século um dos focos de desenvolvimento
societal esteja na capacidade de se fornecer alimento a populacdo mundial, que se prevé aumentar
em 50% até 2050 (United Nations, 2017; FAO, 2017). Este aumento significa que, até essa data,
a humanidade tera de produzir mais comida do que de ha 6000 anos a.C. até ao presente (WWF,
2012). Com este aumento de producdo também se espera que os ja grandes desperdicios do
setor agricola e alimentar aumentem a par. Sendo a sociedade humana ineficiente na reutilizacao
destes produtos, sera expectavel que uma grande parte destes continue a acabar em aterros,
contribuindo para a poluicao do ar e da agua, assim como para a perda de biodiversidade e de
qualidade do solo (Danthurebandara et a/., 2012). A nivel rural, as queimadas costumam ser uma
solucao para evitar a deposicdo de material indesejado. Contudo, esta pratica ndo sé tem impactos
ambientais devido aos gases libertados, como também pode ser causa de incéndios. Estima-se
que, em 2017, de entre os 7883 incéndios com causa conhecida, cerca de 3000 tiveram

originaram de praticas negligentes, sendo as queimadas uma das principais (REA, 2019).

Juntamente com o desaproveitamento destes excedentes, no final da cadeia associada a economia
alimentar, o desperdicio de comida também representa um grande problema social e ambiental.

Atualmente, de acordo com a FAO (Food and Agricultural Organization) perto de 1/3 de toda a
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comida produzida nao é aproveitada, representando na Europa cerca de 1,3 mil milhdes de
toneladas em 2010 (FAO, 2011). Nos Estados Unidos (ano de 2010) e na Europa (em 2012), a
quantidade de comida perdida equivale a uma perda monetaria de 161 mil milhdes de ddlares e
143 mil milhdes de euros, respetivamente (Buzby ef a/, 2014; Stenmarck et al, 2016). O
desperdicio e a perda de produtos alimentares representam, assim, dos materiais produzidos em
maior quantidade e a chegar em maior quantidade a aterros, comparando com o restante “lixo”

(EPA, 2018; Taiwo, 2011).

De forma a se conseguir fornecer alimento as futuras geracdes, ndo s6 é importante haver um
melhor aproveitamento dos alimentos produzidos, como também se torna relevante ter a maior
produtividade agricola possivel. Uma das maiores ameacas a produtividade vegetal sao as perdas
causadas por agentes patogénicos (Oerke, 2006). A nivel global, esta ameaca esta presente de
igual forma entre paises desenvolvidos e sub-desenvolvidos, contudo, sado os menos desenvolvidos
que padecem mais, pelo facto de nao terem acesso suficiente a quimicos e pesticidas (Sundstrom,
2014). A globalizacdo e as alteracdes climaticas sao fatores que ajudam a intensificar este
problema, ndo sé permitindo uma maior facilidade na dispersao destes agentes, como também
contribuindo para uma maior dispersao de espécies vegetais para locais onde estas ndo possuem
resisténcia aos microrganismos ou outras pragas locais (Strange e Scott, 2005; Stuthmanv ef af,
2007). De entre os varios agentes patogénicos, os fungos, as bactérias e os oomicotas sdo
causadores de um numero surpreendentemente grande de doencas para inumeros hospedeiros
horticolas (Strange e Scott, 2005, Stuthmanv et a/, 2007), sendo também dos maiores
contribuidores para o impacto em espécies de grande importancia global como o trigo, o algodao,

0 arroz e o milho (Oerke, 2006).

Neste sentido, o uso de fertilizantes e de pesticidas, tem sido fundamental para manter o melhor
crescimento e produtividade possivel de plantas e para reduzir as perdas por doencas causadas
por agentes patogénicos (Oerke, 2006; Carvalho, 2017). Os fertilizantes agricolas sdo uma fonte
viavel de macro e micronutrientes e o seu uso na presente cultura agricola é uma pratica comum
e bastante antiga. As primeiras evidéncias do uso de fertilizantes com o intuito de aumentar a
produtividade vegetal, remontam ha aproximadamente 8000 anos (Bogaard et a/,, 2013), tendo o
seu uso aumentado até aos dias que correm (Tilman ef a/., 2001). Porém, o uso excessivo de

fertilizantes e pesticidas, especialmente sintéticos, tem-se provado nefasto (Udeigwe et al., 2015;



Sharma e Singhvi, 2017). Enquanto os primeiros podem provocar grandes danos para o ambiente,
contribuindo para a poluicao de corpos de agua, salinizacao e poluicao do solo, e para a perda
(indireta) de biodiversidade; os pesticidas sintéticos, além de poderem criar resisténcias ou
acumularem-se no ambiente, podem provocar grandes problemas ao nivel da saude do utilizador,
através do consumo de agua contaminada ou inalacao que podem levar ao surgimento de doencas
como o cancro (Alavanja et al., 2003; Gilliom ef a/., 2006; Lopez et al., 2007; Mozumder and
Berrens, 2007; Stacey et al,, 2010; Udeigwe et al., 2015; Sharma e Singhvi, 2017). Tendo isto
em consideracao, na crescente intensificacao agricola, seria de grande interesse encontrar um

substituto para estes aditivos.

Desde o homem neolitico, ha 12.000 anos atras, que aprendemos com a natureza, o que
contribuiu para 0 nosso sucesso enquanto espécie. E pode ser que, mais uma vez, seja nela que
se encontre a resposta para alguns dos problemas com 0s quais nos deparamos atualmente.
Neste contexto, ja existem solucdes a serem postas em pratica. Esta tese enquadra-se no projeto
Res2ValHUM, em parceria com a Lipor e com diversos centros cientificos como a Universidade do
Minho e a Universidade de Santiago de Compostela. A finalidade deste projeto consiste na
valorizacdo de uma pratica agricola sustentavel, baseada no uso de compostos organicos
produzidos a partir da compostagem de desperdicios alimentares e agricolas. Valorizacao esta,
fundamentada pela analise do valor pratico inerente ao uso destes fertilizantes e das substancias
humicas (SH) neles presente. Adicionalmente, seria do nosso interesse avaliar a qualidade e as
diferencas que existem nas substancias que contribuem para os efeitos positivos destes

compostos.

1.2 — Compostagem de matéria organica: reciclagem e

fonte de novos produtos

Toda a matéria organica eventualmente perece perante o ciclo da matéria e, em certa altura, ira
ser degradada por decompositores. Esta € a reciclagem da natureza, sendo considerada, por Eliot
Epstein, como “a forma mais elevada de reciclagem” (Epstein, 1997). Este autor define
compostagem (quando feita pelo homem) como a decomposicdo biolégica de matéria orgénica

sob condicdes aerobicas controladas (no sentido de otimizacdo e manutencdo) num produto



humico estavel (composto; Epstein, 1997). De outro modo, a compostagem pode também definir-
se como a decomposicdo de matéria organica através de fendmenos fisico-quimicos provocados
por organismos decompositores, como bactérias, fungos e minhocas, em que os residuos vegetais
e animais sdo transformados num composto organico rico (FAO, 2003). A compostagem pode
depois ser dividida em diversos tipos consoante a matéria organica usada, o tipo de agentes

decompositores ou a variacao de parametros fisico-quimicos (FAO, 2003).

A pratica de compostagem, cujos indicios remontam ha 6000 anos atras, tem vindo a aumentar
em paises com uma enorme producao de lixo organico, como os Estados Unidos, passando da
reutilizacdo de 4,2 milhdes de toneladas de excedentes e comida em 1990, para 23,4 no ano de
2015 (Diaz e De Bertoldi, 2007; EPA, 2018). Esta pratica demarca-se das restantes opcoes de
lidar com residuos solidos organicos (como incineracao ou aterros), pelas suas vantagens
economicas e ambientais e pela consequente producao de um fertilizante organico (ou composto)
(Epstein, 1997; Seo et a/., 2004; Taiwo, 2011). O recurso a compostagem pode ainda mostrar-se
como uma pratica de remediacado de imenso valor, podendo dar resposta a alguns dos problemas
atras referidos, como a reducdo da deposicdo de matéria organica em aterros; diminuicdo do
numero de incéndios; e a formacdo de um fertilizante organico, cujas propriedades poderdo
beneficiar a produtividade agricola, o meio ambiente, e levar a eventual substituicdo de fertilizantes
e pesticidas sintéticos. Para além da quantidade e diversidade de micro e macronutrientes que o
composto contém na sua composicao, existem outras substancias com propriedades muito

relevantes, sao estas as substancias humicas.

1.3 — Himus e substancias humicas

Os primeiros estudos relativos a capacidade da terra em fazer crescer as plantas remontam a
meados do século XVIII por Wallerius, comecando nessa altura a ser definido e extraido “humus”
(Kleber e Johnson, 2010). Desde entdo, muitos outros estudos foram realizados e sabe-se agora
que este componente do solo esta amplamente disseminado no meio terrestre, das florestas
tropicais até aos solos gelados da Antartida, representando uma enorme reserva de carbono a

nivel global (Pefia-Méndez ef al,, 2005; Abakumov, 2010).

O humus ¢ considerado ser o produto estavel da decomposicao da matéria organica presente no

solo, sendo constituido por substancias humicas (substancias com peso molecular variavel
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formadas por reacdes secundarias) e ndo humicas (aminoacidos, gorduras, resinas, ceras, entre
outras classes de compostos bioguimicos; Huang e Hardie, 2009; Figura 1). Destes componentes
humicos do solo, as substancias humicas sao usadas num variado leque de aplicacdes, desde a
industria (da ceramica, ao trabalho com madeira e cabedal, da metalurgia ao papel), a agricultura
(em fertilizantes, principalmente) e ao ambiente (no tratamento de residuos toxicos em ambientes

aquaticos, por exemplo) (Pefia-Méndez et a/,, 2005).

Substancias
humicas
Humus
Matéria Substancias
organica Matéria ndo humicas
Solo .
Organismos inalterada

vivos

Figura 1. Representacao hierarquica dos diferentes componentes organicos do solo. Imagem baseada em Pefa-
Méndez et a/., (2005) e Huang e Hardie (2009).

1.3.1 - Origem das substancias hiimicas
O processo através do qual a degradacdo da matéria organica pode levar a formacado de
substancias humicas é designado por humificacdo. Esta consiste em duas fases de degradacao
(Bollag et al, 1997; Huang e Hardie, 2009). Na primeira, ocorre principalmente a producéo de
residuos biologicos semidecompostos e substratos simples pela atividade de microrganismos ou
enzimas livres, durante a qual se da a reducdo do tamanho das particulas e a principal
decomposicao dos componentes mais instaveis, como proteinas e acucares. Numa segunda
instancia, continua o processo de degradacao da matéria por enzimas, mediado principalmente
por fungos, havendo principalmente a degradacdo de lenhina. No final do processo de
humificacdo, as substancias humicas surgem da associacdo de componentes como hidratos de
carbono, fragmentos de lenhinas, aminoacidos, compostos alifaticos e pectinas. Estas associacdes
podem variar consoante: relacdes complexas entre a matéria organica a ser degradada (relacdes
entre C e N dos residuos, por exemplo), que afetam o produto final; e componentes abidticos (pH
do solo, temperatura, arejamento, humidade, mecanismos de protecao fisica) e bidticos do solo
(microflora e organismos decompositores) que influenciam a velocidade do processo (Burdon,

2001; Pena-Méndez et a/., 2005; Huang e Hardie 2009; Al-Faiyz, 2013; Silva et a/,, 2014).



1.3.2 — Composicao quimica e estrutura de SH
Existem 3 grupos distintos de substancias humicas: acidos humicos, acidos fulvicos e huminas.
Esta classificacdo distingue as SH por diferencas no peso molecular, nos grupos funcionais
presentes e no grau de polimerizacdo, diferencas estas que, por sua vez, afetam as condicdes de
solubilidade das moléculas (Stevenson, 1982; Piccolo, 2001). Acidos humicos (Figura 2.A) so
solliveis em agua a pH elevado e é o principal componente extraido das SH do solo, tendo uma
cor preta ou acastanhada. Acidos fulvicos (Figura 2.B) sdo soltveis em agua independentemente
do pH e tém uma cor amarelo-acastanhado. As huminas nao sao soltveis em agua a qualquer pH
(Stevenson, 1982; Piccolo, 2001; Guo et al, 2019). Existem varios modelos de caracterizacao das
SH, que diferem na quantidade e conformacao de cadeias proteicas, anéis aromaticos, grupos
carboxilicos, fenodis, quinonas, entre outros (Davies ef a/., 1997; Alvarez-Puebla et a/., 2006; Pope

et al,, 2010; Al-Faiyz, 2013; Guo et al,, 2019).
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Figura 2. llustracao da estrutura monomeérica de um acido hiimico (A), segundo o modelo TNB ( 7emple-Northeastern—
Birmingham) de Davies ef al, 1997 (imagem de Pope et al, 2010, baseada em Davies ef a/, 1997); e de um
mondmero de acidos fulvicos (B), segundo o modelo TNB (Imagem de Guo et al,, 2019, baseada em Alvarez-Puebla
et al., 2006).

1.3.3 - Efeito das substancias himicas nos solos, microrganismos e
plantas

Dada a complexidade estrutural e quimica das SH, moléculas de grandes dimensdes e com varios
grupos funcionais, pensa-se que, pelo menos, alguns dos efeitos que o uso de composto tem nas
culturas agricolas possa ser devido a atividade das SH ai presentes. Esta série de efeitos esta bem

documentada na literatura e repartem-se essencialmente por 3 principais vertentes:

e ao nivel das plantas (desenvolvimento da planta, fisiologia e bioquimica),
e 30 nivel do solo (estrutura fisica e neutralizacdo de componentes toxicos);

e a0 nivel dos microrganismos (efeito antimicrobiano ou pro-microbiano).



Apresenta-se na Tabela 1 um resumo de alguns efeitos demostrados pelas substancias himicas

em cada uma destas vertentes.

Tabela 1. Resumo dos principais efeitos das substancias himicas em plantas, solo e microrganismos.

Alvo Efeito Referéncias
Valdrighi et al,, 1996; Trevisan et al.
2010; Jindo et al,, 2011; Canellas et
Produtividade e crescimento al, 2013; Kamel et al, 2014;
Canellas et a/, 2015; Garcia et al,
Plantas S 201§; Olivares et al, 2017
Aumento na resisténcia a | Garcia et al, 2012; Moghadan,
stresses 2015
Producao de metabolitos | Schiavon ef al, 2010; Canellas et
primarios e secundarios al, 2013; Xu et al, 2019
. - Piccolo et al., 1997; Sinkpehounv e
Propriedades fisicas do solo Yonter, 2018
Solo - -
= T ~ Senesi, 1992; Davies et al, 1997;
Adsorcdo e eliminacdo de ’ ’ ' '
¢ ¢ Zeng et al, 2002; Shahid et al,
poluentes 2012
Fungicida Loffredo et al, 2007; Wu et al,
g 2016
. . Valdrighi et al., 1996; Tikhonov et
Antibacteriano al, 2010; Olivares et al, 2017
Microrganismos Aplicacdo  simultanea  de | Schoebitz et al, 2016; Ekin, 2019

Fungos/Bactérias e SH para
aumento de  produtividade
vegetal

Como se pode constatar, sdo de grande importancia os efeitos reportados das SH na produtividade

agricola, havendo contribuicéo direta destas substancias para alteracées no desenvolvimento e no

metabolismo; mas também indiretas, através da eliminacdo de substancias poluentes e

microrganismos patogénicos, e pela promocao de relacdes mutualistas com a microflora e pelo

melhoramento estrutural do solo. Posto isto, seria de interesse verificar se existem diferencas entre

diferentes tipos de fertilizantes organicos, com composicdes distintas de SH, bem como entre

extratos de SH, e quais os seus efeitos na produtividade de espécies horticolas de interesse

nacional, assim como em alguns microrganismos de interesse agronomico.



1.4 — Modelos vegetais para o estudo dos efeitos de

compostos e substancias humicas: morangos e alfaces

Desde cedo nos é ensinado que as frutas e os legumes sdo uma base essencial da piramide dos
alimentos, e que o seu consumo é de suma importancia para a nossa saude. Cerca de metade da
nossa dieta diaria deve consistir no consumo de frutas e legumes (WHO/FAO, 2003). O morango
(Fragaria ananassa) e a alface (Lactuca sativa) sdo dois vegetais bastante presentes na cultura
agricola e culinaria portuguesa, e de um modo geral em toda a cultura ocidental. Segundo o
Instituto Nacional de Estatistica, em 2017, foram produzidas em Portugal 9347 toneladas de
morangos e mais de 56 mil toneladas de alfaces; tendo atingido, a exportacao de morango, o valor
de 9,7 milhdes de euros e de alface o valor de 11 milhdes de euros no mesmo ano (INE, 2018).
Nao so6 a nivel agro-alimentar e econémico, mas também ao nivel da saude este fruto e legume

tém uma enorme relevancia como modelos de estudo.

Os morangos apresentam uma forte capacidade antioxidante (2 a 11 vezes mais que outros frutos),
devido a presenca de vitamina C (58,8 mg por 100 g de peso fresco (FW); Ayesha et a/., 2011),
por exemplo, como também uma relevante quantidade de antocianinas (1 a 63 mg / 100 g FW;
Horbowicz et al,, 2008) , contribuindo deste modo para uma série de beneficios, tais como efeitos

anti-obesidade, anti-diabético e anti-cancro (Giampieri et a/,, 2012; Afrin et al., 2016).

A alface também apresenta uma variada palete de nutrientes, minerais e fitoquimicos, dos quais
se destacam a vitamina C, compostos fenolicos e antocianinas (Horbowicz et al/, 2008;
Maksimovic et al,, 2014; Kim et al,, 2016), possuindo igualmente varios efeitos benéficos no nosso
organismo, tais como, anti-inflamatorios, anti-colesterolémicos e anti-diabéticos (Lee et a/,, 2009;

Cheng et al, 2015; Pepe et al., 2015; Kim et al, 2016).

Portanto, e como previamente referido, o uso de compostos organicos derivados da compostagem
pode apresentar-se vantajoso para a producao destas duas importantes espécies horto-fruticolas,
tal como se revela para muitas outras (Canellas ef a/., 2015). Do ponto de vista do produtor e do
consumidor ha 4 dimensbées muito relevantes associadas aos produtos horto-fruticolas que
consumimos em que o uso de compostos e SH pode contribuir para o seu melhoramento: a
produtividade das culturas (aumento da producdo em biomassa ou ntimero de frutos, reducéo de

doencas e reducdo de custos) e que os frutos e legumes parecam bem, saibam bem e facam



bem. Tendo isto em consideracao, surgem varios parametros relevantes para avaliar os efeitos de
compostos e SH para além das tradicionais medidas de crescimento dos frutos e legumes, tais
como, aspeto a curto e mais longo prazo, conteudo nutricional e fitoquimico e propriedades

organolépticas.

1.5 — Modelos microbianos para o estudo dos efeitos de
compostos e substancias humicas: microrganismos

patogénicos e mutualistas

No que diz respeito a estudos sobre os efeitos de SH em microrganismos, fomos debrucar-nos em
particular sobre espécies com relevancia no contexto deste trabalho de tese, ou seja, em
microbiota do solo, com impacte positivo ou negativo para as plantas, que possam ser
manipulaveis em laboratério, de modo a se poderem realizar experiéncias controladas. De entre
estas salientam-se espécies de bactérias como Salmonella typhimurium e Xanthomonas
arboricola, de fungos como Dijplodia corticola € Penicillium citrinum,; e de oomicotas como

Phytophthora cinnarmonii.

1.5.1 - Bactérias
Salmonella typhimurium, assim como outras espécies deste género, & uma bactéria gram-negativa
causadora de muitas doencas e intoxicacoes alimentares, como a febre tiféide e gastroentrite, em
animais e humanos, a nivel mundial, afetando, especialmente, paises subdesenvolvidos devido a
falta de condicdes de higiene e cuidados com a preparacao de alimentos (Crump et al., 2004; Eng
et al, 2015). Além disso, também tem a capacidade de usar frutos e vegetais (como tomate e
alface) como hospedeiros aderindo a superficie destes para posterior invasdo, podendo depois
levar a morte da planta ou infetar quem delas se alimente (Golberg et a/, 2011; Goudeau et af,

2012; Gu et al,, 2013; Wiedemann et a/,, 2015).

Xanthomonas arboricola € uma espécie gram-negativa e conhecida pelos danos causados a uma
vasta gama de frutos, dos quais se destacam frutos de caroco e frutos secos, causando impactos
economicos e ambientais em todo o mundo (Stefani, 2010). A spot disease, doenca que se
caracteriza pelas manchas negras presentes em folhas e frutos infetados, afeta a produtividade

das plantas pela perda de folhas devido a necrose, ou a queda do fruto, podendo vir a infetar



outras plantas (Rosell6 e Santiago, 2012; Boudon et a/,, 2005). No campo, o controlo deste agente
patogénico é feito com a aplicacdo de compostos a base de cobre; ou do uso de microrganismos

antagonicos, como a bactéria Pseudomonas fluorescens (Biondi et al., 2009; Stefani, 2010).

1.5.2 - Fungos
Diplodia corticola ¢ um fungo patogénico oportunista com um enorme impacto em diversas
espécies de grande valor econdmico, como, por exemplo, o carvalho (Quercus suber) e o eucalipto
(Eucalyptus globulus), importantes na producao de cortica e papel respetivamente. A infecdo por
este fungo é causadora de cancro em ramos, descoloracdo das folhas, necrose vascular, entre
outros (Barradas et al,, 2016; Felix et a,, 2017; Martin e Munck, 2017). Nao se conhece ao certo
qual a sua expansdo global, contudo, existem relatos de perdas na populacdo de diferentes
espécies nos Estados Unidos, Italia e Portugal (Lynch ef a/, 2010; Linaldeddu et a/, 2013;
Barradas et al., 2016; Felix et al., 2017; Martin e Munck, 2017). Do ponto de vista do controlo da
espécie, apenas se aplicam cuidados na altura da poda, na destruicdo de material infetado e na

aplicacao de fungicidas (Martin e Munck, 2017).

Para além do controlo direto de microrganismos fitopatogénicos através do uso de compostos
adequados e/ou formulacdes com SH com efeito fungicida, também seria de enorme interesse
avaliar o efeito promotor do crescimento de espécies mutualistas, que, assim, poderiam ter um
papel no aumento da produtividade das culturas e da sua resisténcia a agentes patogénicos. Tendo
ja sido verificado que a aplicacdo mutua de microorganismos mutualistas e substancias humicas
exerce uma influéncia muito positiva na produtividade de plantas (Schoebitz et a/, 2016; Ekin,
2019).

Penicillium citrinum é um fungo filamentoso endofitico distribuido mundialmente, capaz de
produzir uma série de extrolitos (do inglés, extrolits), como micotoxinas, de entre as quais se
destacam a citrinina, citrinadina, e a quinolactacina (Houbraken et a/., 2010). Estas micotoxinas
podem ser importantes para o cultivo, ja que podem, por exemplo, beneficiar rizobactérias como
Paenibacillus polymyxa (Park et al., 2008), plantas que crescem em solos aridos e sob stresse

salino (Khan et a/, 2008; Leitao e Enguita, 2016) e na remediacao de solos (Leitdo, 2009).

1.5.3 - Oomicotas
Phytophthora cinnamomi é um oomicota muito parecido com os fungos e uma grande ameaca

para diferentes espécies de grande importancia econémica a nivel mundial (Cahill et a/, 2008;
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Hardham e Blackman, 2017). O seu principal ponto de “ataque” sdo as raizes, que apos sofrerem
necrose, levam a uma incapacidade da planta em absorver agua e nutrientes, causando
eventualmente a morte da mesma (Jung et a/,, 2013). A partir do sudeste asiatico, considerado o
centro de origem desta espécie, dispersou-se globalmente devido ao transporte de terra
contaminada e restos vegetais infetados, estando agora distribuida e afetando mundialmente um
enorme numero de espécies, como por exemplo, pinheiro, carvalho, eucalipto e abacate (Ko et a/.,
1978; Hardham, 2005; Jung et a/,, 2013). O que torna este organismo especial e resistente em
estratégias de combate a agentes patogénicos, reside numa das poucas carateristicas que o0s
distingue dos fungos: a presenca de uma parede celular de celulose e beta-glucanos, que torna
ineficazes os fungicidas comummente usados no combate a parede de quitina dos fungos (Strange
e Scott, 2005, Hardham, 2005). Esta ineficacia pode ter contribuido para que este agente
patogénico tenha causado vastos danos econdémicos e ambientais em todo 0 mundo, algo que lhe
concedeu um lugar nas 100 espécies invasoras mais nefastas do mundo, de acordo com a “Global

Invasive Species Database” (GISD, 2019).

1.6 — Objetivos
Pelo exposto, torna-se evidente que a compostagem e as substancias humicas podem ter um
papel importante numa gestdo do sector agricola, ao mesmo tempo mais racional e mais
ecolégica. Compostos com propriedades especificas, nomeadamente como fertilizantes, no
biocontrolo de pragas e doencas e correcao do solo, seriam de enorme valor, ndo sé para o
produtor/agricultor, ja que conseguiria produzir mais e melhores produtos com reducao de custos
associados ao controlo de fitopatogénios; para o consumidor, que iria obter um alimento organico
de elevada qualidade nutricional e seguro; e para a sociedade em geral, que iria beneficiar de uma
alternativa ambiental e socialmente mais responsavel, que as queimadas e a deposicao em aterros
na gestao de residuos bioldgicos. Assim, foi objetivo deste trabalho de mestrado avaliar o efeito de
diversos compostos organicos, assim como de extratos de substancias humicas obtidos a partir

deles, ao nivel da producao vegetal e do controlo de microrganismos.

Para isso, realizaram-se:
e ensaios de campo com diversos compostos em espécies com valor alimentar e

econémico, como a alface e o morangueiro, avaliando-se parametros de produtividade
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(como o numero de folhas e frutos, e a analise do sistema radicular), fisioldgicos (como o
conteudo relativo em agua e de pigmentos fotossintéticos) e de qualidade (exemplo do
contetdo em vitamina C e de antocianinas);

ensaios complementares, em condicdes controladas /7 vitro, que permitiram estudar o
efeito de extratos de substancias humicas em culturas de alface /i vitro;

ensaios microbianos com macerados dos compostos e extratos de substancias humicas,
em que se avaliou a sua capacidade de inibicao/promocao do crescimento de
microrganismos com importancia ambiental e econdmica, como Phytophthora
cinnamomi,  Penicillium citrinum, Diplodia corticola, Salmonella typhimurium e

Xanthomonas arboricola.
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2 — Materiais e Métodos

2.1 — Compostos organicos

Neste trabalho foram utilizados 4 fertilizantes diferentes — Residuos urbanos (N), Guano (G),
Vermicomposto (VC) e Composto de Algas (CA), tendo sido usados diretamente, nos ensaios de
campo, e para obtencao de extratos de substancias humicas e macerados, testados nos ensaios
laboratoriais. Todos estes compostos sao comerciais € apresentam uma origem 100% organica,
diferindo na origem da matéria organica e no processo de compostagem.

O composto Residuos urbanos ¢ fabricado através de um sistema de compostagem aerdbica em
tunel, com recolha seletiva de matéria organica proveniente de residuos urbanos de cozinha,
jardins, florestais, entre outros. O Guano, é um fertilizante organico de origem animal
(maioritariamente esterco galinaceo), sem recurso ao processo de compostagem. O
Vermicomposto e 0 Composto de Algas, tém como fonte de matéria organica restos de frutos/algas
e estrume de origem animal (40 e 60%, respetivamente), havendo diferenca apenas no processo
de compostagem. O CA sofre compostagem aerobica, enquanto que, para a producao de VC, a
matéria organica & vermicompostada (o principal agente decompositor sdo as minhocas). As

principais caracteristicas destes compostos encontram-se indicadas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizacdo dos compostos organicos utilizados ao nivel de matéria organica, humidade, elementos
quimicos e rendimento de extracdo de substancias humicas. Valores de C, N, P, Mg, Na e K expressos em
percentagem massica (m/m). Relativamente a origem dos dados, os dados da caracterizagdo do rendimento de
extracdo foi feita na Universidade de Santiago de Compostela; e a restante caracterizacdo dos compostos
(percentagens de matéria organica, humidade, C, N, P, Mg, Na, K e ratio de C/N), corresponde a ficha técnica do
respetivo composto.

Compostos IXIrat. Humidade /N C N P Mg Na K Rendimento de
P o (%) (%) (%) (%) (%) (%) extracdo (g/Ke)
0

m/m | m/m | m/m | m/m | m/m | m/m | Acidos | Acidos
humicos | fulvicos

N 57 22 104 | 28 2,4 1,3 0,5 9 2 21,09 3,52

G 58 21 8 33 4,1 3 0,3 4,1 0,3 53,63 10,9

vc 47 30 14 22 1,3 1,4 0,3 3,1 13 33,4 2,27

CA 37,5 35 12 | 218 | 1,8 1,7 0,4 2,3 1,8 19,87 2,7
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2.1.1 - Extratos de substancias humicas e solucdes aquosas de

compostos
A partir dos 4 compostos foram preparados, pelos parceiros da Universidade de Santiago de
Compostela (USC), 2 extratos de substancias humicas (SH): de acidos humicos (AH) e de acidos
fulvicos (AF). Para os diferentes ensaios laboratoriais, preparou-se uma solucao sfock dissolvendo
5 mg destes extratos secos em 1 mL de solvente. Visto que os dois extratos (AH e AF) apresentam
diferentes solubilidades (Stevenson, 1982), utilizou-se agua desionizada para dissolver AF e uma
solucéo aquosa de NaOH (0,1 M) para AH. Apos adicdo de solvente, as solucdes foram deixadas
em agitacao (350 rpm, Orbital Shaker SO1) durante a noite, tendo depois sido corrigido o pH para
valores semelhantes aos dos meios de cultura usados para crescimento de plantas e
microrganismos (pH entre 5,7-6,7). Posteriormente, e acautelando uma eventual presenca de
microrganismos, as solucdes foram esterilizadas por autoclavagem (121 °C, 2 atm, 20 min). Este
procedimento é seguro visto estar reportado que o impacto na composicdo e na estrutura das
substancias humicas € minimo (Kolokassidou et a/., 2007; Katsumi et a/., 2016). Além destes
extratos de SH mais ou menos purificadas, de forma a poder estudar uma versdao mais realista
duma lixiviacdo do composto em ensaios /n7 vifro, ou seja, uma solucdo proxy da resultante da
aplicacdo de composto no campo, foram feitas maceracdes aquosas a partir dos 4 compostos.
Assim, 50 g de cada composto foram misturados em 400 mL de agua com agitacdo (100 rpm,
Orbital Shaker 01) durante 3 dias, seguido de 2 dias sem agitacdo. Apos filtracdo com uma peneira
de cha e centrifugacdo (10 min, 6000 rpm, Sigma 4K10), o sobrenadante foi recolhido,
constituindo a solucdes aquosa de composto. A solucao assim obtida (125 g/L) foi posteriormente
diluida para 50 e 25 g/L, e todas foram usadas diretamente para a preparacdo dos meios de

cultura para os ensaios.

2.2 — Material bioldgico

2.2.1 — Material vegetal
No que se refere aos dois ensaios de aplicacao de composto e avaliacdo dos seus efeitos no
desenvolvimento de plantas a escala de campo (realizados em 2018 e 2019), utilizaram-se como

culturas de interesse agro-alimentar a alface (Lactuca sativa var. “Maravilha das 4 Estacdes”) e o
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morangueiro (Fragaria ananassa var. “San Andreas”). No ensaio de 2018 o material vegetal foi
obtido no Espaco Agricola Corredoura (Recesinhos Sdo Mamede, Penafiel) e no de 2019 no horto
Bragro (Braga). Em ambos os casos, foram adquiridos pés de cada planta (com raizes de 8 cm e
5 folhas), sendo estes depois transplantados para o campo de acordo com a planificacdo e
desenho experimental, referido em baixo. Relativamente ao ensaio /7 wvifro sobre o efeito das
substancias humicas em culturas vegetais, a espécie em estudo foi a alface (Lactuca sativa) var.

Batavia Loura (Casa César Santos, lote C18025).

2.2.2 — Microrganismos
Nos ensaios de avaliacdo do efeito das substancias hiimicas no crescimento de diferentes espécies
de microrganismos, as espécies selecionadas devido as caracteristicas previamente citadas

encontram-se indicadas na Tabela 3.

Tabela 3. Lista de microrganismos, e respetivos fornecedores, utilizados neste trabalho.

Microrganismos Fornecidos por
Xanthomonas arboricola Fernando Tavares (Faculdade de Ciéncias da
Estirpes: CBPF 426 e 1521 Universidade do Porto)
Bactérias
Departamento de Biologia da Universidade do
Salmonella typhimurium
Minho
Ana Cristina Esteves (Centro de Estudos do
Diplodia corticola
Ambiente e do Mar, Universidade de Aveiro)
Fungos

Departamento de Biologia da Universidade do
Penicillium citrinum
Minho

Helena Machado (Instituto Nacional de
Oomicotas Phytophthora cinnamomi
Investigacao Agraria e Veterinaria)

2.3 - Ensaios de campo: desenho experimental e

parametros avaliados

A avaliacdo do efeito dos compostos em condicdes de campo foi efetuada em dois ensaios

independentes, sendo um realizado em 2018 e outro em 2019 (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracterizacao do local, data, culturas vegetais e compostos organicos utilizados nos ensaios de campo de
2018 e 2019.

Ensaio de Compostos
Local Data Culturas
Campo N |G |[VC|CA
Horta em Marco de julho - Alface
2018 X | X
Canavezes setembro Morango

Hortas comunitarias
2019 da Universidade do maio - junho Alface X| X | X | X
Minho

Com estes ensaios foi possivel avaliar o efeito dos compostos nas espécies vegetais em diferentes
dimensdes relevantes: da produtividade das culturas e da fisiologia e da qualidade do produto

comercial. Na Tabela 5 encontram-se os parametros avaliados para cada cultura em cada ensaio.

Tabela 5. Parametros avaliados nos ensaios de campo de 2018 e 2019. A presenca do (x) representa a realizacéo
desse ensaio.

Ensaio de campo Ensaio de
2018 campo
2019
Alface Morangueiro Alface
N° folhas X X
N° caules X
) Area foliar X X
Parametros de . .
. Biomassa aérea X X
produtividade
N° frutos X
Volume frutos X
Analise morfologica raiz X X
RWC X X
Parametros AFE X
fisiolégicos Teor pigmentos X X
fotossintéticos
. Teor vitamina C X X X
Parametros de .
ualidade Teor antocianinas X X
9 Tempo de prateleira X

Relative Water Content — RWC; Area foliar especifica - AFE

2.3.1 — Desenho experimental e manutencao das culturas
Em ambos os ensaios, as culturas foram plantadas em solo agricola, previamente utilizado em

modo bioldgico, ao qual se adicionou previamente diferentes quantidades de composto, de acordo
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com as Tabelas 6 e 7. As concentracoes de composto testadas nos ensaios de 2018 e 2019 foram
selecionadas, como se pode verificar, a partir de recomendacoes (das fichas técnicas e da opinido
da Dra. Julia Oliveira da Lipor) e das fichas técnicas de cada composto, respetivamente. O
composto foi adicionado e misturado manualmente com o solo local, na area previamente
determinada para cada plot (area de cultivo designada para cada condicdo, ou camalhao).
Realizou-se um tipo de agricultura biolégica sem recurso a pesticidas, outros fertilizantes ou
aditivos. A manutencao das culturas foi feita, geralmente, com regas diarias e limpeza de ervas

daninhas sempre que necessario.

Tabela 6. Resumo da aplicacdo de composto para o Ensaio de campo 2018. A quantidade de composto e substancias
humicas adicionadas teve em consideracdo o uso de uma area de 0,9 m?. A estimativa da quantidade de substancias
humicas adicionadas foi baseada no rendimento de extracdo da Tabela 2.

Compostos Dose de aplicacao Composto Substancias humicas
aplicado por aplicadas por plot
plot (0,9 m2) (0,9 m?)
Recomendado | Equivalente (Kg) Acidos Acidos
(ton/ha) (Kg/m?) humicos (g) | fulvicos (g)
N 5e10 0b5el 0,45e0,9 9,49 e 1,58 e 3,17
18,981
G 5 0,5 0,45 24,13 491

Tabela 7. Resumo técnico sobre doses de aplicacdo de composto para o Ensaio de campo 2019. A quantidade de
composto e substancias humicas adicionadas teve em consideracéo o uso de uma area de 0,525 m?. A estimativa da
quantidade de substancias humicas adicionadas foi baseada no rendimento de extracdo da Tabela 2.

Compostos Dose de aplicacao Composto Substancias hamicas
aplicado por adicionadas por p/ot
plot (0,525 (0,525 m?)
m2)
Ficha técnica | Equivalente (Kg) Acidos Acidos
(Kg/m?) humicos fulvicos (g)
(8
N 25e50L/100 0,15¢ 0,35 0,079e 0,18 1,67e3,8 0,28 e 0,63
m2
G 3000 e 5000 0,3e0,5 0,16 € 0,26 8,58 ¢ 1,74 ¢ 2,83
kg/ha 13,94
Vc 5L/m? 1,53 0,8 26,72 1,82
CA 40 L /20 m? 2,55 1,34 26,63 3,62




0 desenho experimental relativo ao ensaio de campo de 2018 encontra-se representado na Figura
3. Para cada uma das espécies e condicdo experimental, 12 pés (réplicas) foram plantados em
camalhdes com cerca de 30 cm de altura e 0,9 m?, tendo-se usado um espacamento entre pés
de 30 cm e para a margem de 15 cm. Neste ensaio testaram-se para N, duas concentracdes

informalmente recomendadas, 5 e 10 ton/ha, e 5 ton/ha para G.

1,5m

015m

™
TXX XX,
000000
_

N 10 ton/ha

N
0000 00000

03m

\OC.... \......
. S .

G 5ton/ha N 5 ton/ha

0.6m

' ' ™
00000 0900000 00000 O
\...... 900000 ....../

AN N )

G 5ton/ha N 5 ton/ha N 10 ton/ha

I
I

Figura 3. Desenho experimental do ensaio de campo 2018, encontrando-se representados a verde as alfaces e a
vermelho os morangueiros. Os 2 compostos em estudo estao representados por N e G (Residuos urbanos e Guano,
respetivamente), seguidos das respetivas concentracdes. Existe para cada condicdo um espaco total de 0,9 m?,
espacamento entre pés de 0,3 m e para a margem de 0,15 m.

O ensaio de campo de 2019 foi realizado nas hortas comunitarias da Universidade do Minho,
ocupando uma area total de aproximadamente 25 m? usando apenas a alface. O desenho
experimental encontra-se ilustrado na Figura 4. Como se pode observar, neste ensaio foi possivel
fazer, para cada condicdo experimental, dois p/otsindependentes (camalhdes de 0,525 m?), cada
um com 5 alfaces (réplicas), num total de 10 alfaces por condicdo. Os varios plots foram
distribuidos aleatoriamente pela area disponivel de modo a acomodar possiveis heterogeneidades
no terreno (exposicado a luz, estrutura do solo, temperatura, teor em agua, etc). Neste ensaio foi
introduzida uma condicdo controlo, em que as alfaces foram plantadas em camalhdes de solo
igualmente manipulado, mas sem adicao de qualquer fertilizante, tendo-se preparado 3 plots. De
forma a evitar “efeitos de bordadura” (as plantas no perimetro externo do ensaio estdo mais
sujeitas a danos e fatores ndo controlados), foi ainda plantada uma linha de alfaces nos limites
exteriores, alfaces essas que nao foram usadas para analise. A distribuicao dos 15 plotsno terreno,

bem como os espacamentos definidos, podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4. Desenho experimental do ensaio de campo 2019, encontrando-se representadas a verde as alfaces utilizadas
no ensaio e a cinzento as alfaces de bordadura. Os 4 compostos e o controlo estdo representados por N, G, VC, CAe
C (Residuos urbanos , Guano, Vermicomposto, Composto de Algas e Controlo, respetivamente), com as respetivas
concentracdes entre paréntesis retos, expressas em Kg/m?, seguido do numero do plot (.1 ou .2). Existe no espaco
total de 25 m?, espacamento entre p/ots de 0,5 m e entre alfaces da mesma condicdo de 0,3 m.

2.3.2 - Parametros de produtividade
2.3.2.1 - Numero de folhas (alface)
No decorrer de ambos os ensaios foram contabilizadas, semanalmente, todas as folhas de alfaces
selecionadas. Durante o ensaio de 2018 amostraram-se as 12 réplicas por condicao, e no de 2019

a amostragem consistiu em 3 réplicas por plot (i.e., 6 alfaces por condicdo e 9 para o controlo).
2.3.2.2 - Biomassa da parte aérea (alface)

No final de ambos os ensaios, as alfaces inteiras foram recolhidas, com cuidado para ndo se
danificar o sistema radicular, e trazidas rapidamente para o laboratoério, acondicionadas em sacos

plastico. Aqui procedeu-se a separacao da parte area da radicular e imediatamente a pesagem da
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parte aérea. Apos remocao de solo, as raizes foram lavadas e o excesso de agua retirado com
papel absorvente antes de posterior processamento. A amostragem consistiu em 5 alfaces no

ensaio 2018 e 6 no ensaio 2019.
2.3.2.3 - Area foliar (alface)

No ensaio de 2018, a area foliar seguida foi a da folha de maiores dimensdes, sendo esta area
determinada pelo método do peso da silhueta. Este método faz uso do peso da silhueta da folha
em papel, e do peso de um recorte do mesmo papel com uma area conhecida, sendo a area da
folha de alface calculada por proporcionalidade. No ensaio de 2019, a area de todas as folhas das
alfaces amostras foi determinada de modo a calcular a area foliar total. Neste ensaio, este
parametro foi determinado através da reta de correlacdo (Figura 5) obtida entre o produto do
comprimento e largura maximas da folha (CxL, cm?), e a area foliar da respetiva folha. Neste caso,
a area foliar foi calculada, assim como em 2018, pelo método do peso da silhueta. Para o
estabelecimento daquela reta de correlacdo entre as variaveis, 116 folhas de alface de dimensdes
distintas foram usadas (Figura 5). Assim, com a obtencdo da equacao da reta de correlacdo, as
amostragens semanais neste ensaio foram ndo destrutivas, tendo sido apenas medido no terreno

o comprimento e largura de todas as folhas das alfaces selecionadas.
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Figura 5. Correlagdes entre o comprimento x largura maximas de folhas de alface e respetiva area foliar obtidas a
partir de recolhas de folhas de alface no campo em fases de desenvolvimento distintas: a azul, numa fase de
desenvolvimento inicial, com 44 amostras e, a verde, numa fase de desenvolvimento mais avancada, com 72
amostras.

20



2.3.2.4 - Analise do sistema radicular (alface)

Apos limpeza das raizes, como atras referido, procedeu-se a analise do sistema radicular e

medicao de varios parametros de crescimento, do seguinte modo:

o Peso fresco e seco da raiz: a parte radicular foi pesada (peso humido) e,
posteriormente, colocada a secar numa estufa a 60 °C até peso constante (peso
Seco).

o Comprimento da raiz: a medicdo foi feita do colo até ao apice da raiz mais
comprida.

o Ne® raizes por classe de calibre: apos identificar os 3 principais calibres de
raiz encontrados, raizes finas, intermédias e grossas (Figura 6), o numero de

raizes foi contabilizado.

Figura 6. Exemplares representativos dos trés calibres maioritariamente encontrados de raizes de alface (grosso,
intermédio e fino).

2.3.2.5 - Nuamero de frutos e volume (morangueiro)
O numero de frutos foi contabilizado, semanalmente, nos 12 pés de morangueiros de cada
condicdo. Uma vez atingida a fase de maturacéao ideal para colheita e consumo, 0os morangos
maduros foram recolhidos, geralmente diariamente, e o seu volume determinado através do
método de deslocacédo de agua em proveta graduada ao mL. Seguidamente, os morangos foram

congelados (-20 °C) até posterior analise.
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2.3.3 — Parametros fisiologicos (alface)
2.3.3.1 — Contelido relativo em agua
O conteudo relativo em agua (RWC) das folhas de alface foi determinado segundo o método
descrito por Barr e Weatherley (1962), com algumas otimizacdes a nivel do tempo de incubacao
para obtencao de peso turgido. No final do ensaio de 2018, e na terceira e quinta semana do
ensaio de 2019, com o auxilio de um furador (J=11 mm), removeram-se discos do limbo de
zonas analogas de diferentes folhas de alface, preparando 4 réplicas no ensaio de 2018 e 6
réplicas no ensaio de 2019. Os discos foram imediatamente colocados em microtubos Eppendorf
pré-pesados (1 disco por microtubo), que foram acondicionados em sacos térmicos e
transportados para o laboratério onde se determinou o peso fresco do material biolégico (FW). De
seguida, os discos foram submersos em agua desionizada durante 3 horas e, apos remocao de
excesso de agua superficial com papel absorvente, foi determinado o peso turgido a maxima
hidratacdo (TW). Estes discos foram depois colocados em estufa a 60 °C durante 24 h e
determinado o peso seco (DW). O contetdo relativo em agua do material biolégico (RWC) foi

calculado através da Equacao 1:
RWC % = [(FW — DW)/ (TW - DW)] x 100 Equacao 1

2.3.3.2 - Area Foliar Especifica
Na medicao da area foliar especifica (AFE), foram utilizados os valores da area de cada disco
(0,9503 cm?) e do respetivo peso seco (DW), e procedeu-se ao calculo da area foliar especifica de

acordo com a Equacao 2.
AFE (cm?/g) = Area do disco/ Peso seco do disco (DW) Equacao 2

2.3.3.3 — Teor de pigmentos fotossintéticos
A concentracao de clorofila g, clorofila & e carotenoides de folhas de alface foi determinada de
acordo com Lichtenthaler (1987). Discos foliares foram recolhidos com auxilio de um furador (&
=7 mm), como acima descrito. No ensaio de 2018, e para cada condicdo, foram recolhidos 2
discos por alface em 5 réplicas. No de 2019, recolheu-se apenas em 1 disco em 3 réplicas por
plot. perfazendo um total de 6 réplicas por condicdo. Apds medicdo do peso fresco (FW), adicionou-
se 1500 ul de uma solucdo de acetona a 80% (Honeywell, AnalaR Normapur), deixando-se a extrair

por 24 h ao abrigo da luz. Apos este periodo de tempo, o sobrenadante foi recolhido para uma
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cuvete de vidro e lida a absorvancia (A) a 470, 646,8 e 663,2 nm (Spectronic Genesys 20). A
concentracdo dos pigmentos, expressa em pg/mL, foi calculada de acordo com as Equacdes 3,

4, 5 e 6 (Lichtenthaler, 1987).

Ca = concentracao Chl. a = (12,25 Ags32 — 2,79 Asssz) Equacao 3
Cb = concentracao Chl. b = (21,50 Agses — 5,10 Ages2) Equacao 4
Ca+b = concentracdo de clorofilas totais = (7,15 Agsz 2+ 18,71 Agsss) Equacao 5

Cx+c = concentracao de carotendides = (1000 A7 — 1,82 Ca - 85,02 Cb)/198 Equacao 6

2.3.4 — Parametros de qualidade (alface e morango)
2.3.4.1 - Teor de vitamina C
A metodologia utilizada para determinacdo do teor em vitamina C em morangos e alfaces
(congelados no caso do ensaio de 2018) foi baseada no trabalho de Elgailani e colaboradores
(2017). No caso do morango, utilizaram-se 30 g de fruto, tendo-se preparado 3 réplicas por
condicao experimental. Depois de triturar num liquidificador com 60 mL de acido oxalico (0,5 %;
Merck, p.a, 99,5%), o0 homogeneizado foi filtrado com 4 camadas de gaze e centrifugado a 2500
rpm, 4 °C, 5 min (Centrifuge 5804R). Recolhido o sobrenadante, diluiu-se 1 mL em 100 mL de

agua desionizada.

Relativamente a alface, utilizaram-se 3 g de folhas, tendo-se preparado 3 réplicas por condicdo
(ensaio 2018) ou 4 réplicas (2 por plot. ensaio 2019). O material foi depois homogeneizado em
almofariz (ensaio 2018) ou liquidificador (ensaio 2019) com 7,5 mL de acido oxalico (0,5 %). De
igual modo, o homogeneizado foi filtrado com 4 camadas de gaze e centrifugado nas condicoes

acima descritas. Recolhido o sobrenadante, diluiu-se 1 mL em 25 mL de dgua desionizada.

Para o estabelecimento da curva de calibracdo de acido ascorbico, foram preparadas solucdes de
de 1, 2, 4, 6,8 e 10 pg/mL em acido oxalico (0,5 %), a partir de uma solucdo stock de 1 mg de

acido ascorbico em 1 mL de acido oxalico 0,5 %.

De todas as diluicdes preparadas (padrdes e amostras) foram retirados 10 mL para tubos de
ensaios e adicionados 1 mL de KMnO, 0.1M. O branco consistiu em 10 mL de solucdo de acido
oxalico com 1 mL de KMnQO, 0.1M. Apds a adicdo de KMnO, aguardaram-se 2 min e mediu-se a

absorvancia a 530 nm. Apds terem sido determinadas todas as D.O's, retiraram-se ao branco os
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valores obtidos pelas diluicdes das condicdes, e o teor de vitamina C foi determinado através da

respetiva equacao da curva de calibracao.

2.3.4.2 - Teor de antocianinas

A metodologia utilizada para determinacéo do teor em antocianinas em morangos e alfaces foi
baseada nos trabalhos de Prior e colaboradores (1998), Lee e colaboradores (2005) e Giusti e
Wrolstad (2001). No ensaio de 2018, os morangos foram inicialmente descongelados, tendo sido
feitas 3 réplicas por condicdo. Quinze gramas de morangos foram homogeneizados num
liguidificador com 22,5 mL de acetonitrilo (Merck, 99,8%), com 4% de acido acético (Honeywell,
99,8%). O homogeneizado foi depois mantido sob agitacdo durante 30 min e posteriormente
centrifugado (5000 rpm, 15 min, 4 °C).

No ensaio de 2019, utilizaram-se folhas de alfaces recém colhidas, tendo-se preparado 2 réplicas
por plot (4 por condicao). Assim, 3 g de folhas de alfaces foram homogeneizadas em liquidificador
em 10 mL de acetonitrilo com 4 % de acido acético e, posteriormente, o homogeneizado foi
centrifugado nas condicbes acima descritas e recolhido o sobrenadante. Prepararam-se
seguidamente duas sub-amostras: num tubo de polipropileno 1 foi adicionado 1 mL de
sobrenadante e 6 mL de solucdo de cloreto de potassio 0,025 M a pH 1, e num tubo de
polipropileno 2, adicionou-se igualmente 1 mL de sobrenadante e 6 mL da solucdo tampéao de
acetato de sodio 0,4 M de pH 4,5. Apos 20 Min, as absorvancias das sub-amostras foram lidas a
510 e a 700 nm, tendo-se usado como branco acetonitrilo com 4 % de acido acético. O calculo da
concentracdo de antocianinas foi feito segundo Giusti e Wrolstad (2001) e Tonutare e
colaboradores (2014) através das Equacdes 7 e 8, em que A corresponde a absorvancia; MW, ao
peso molecular, DF, ao fator de diluicdo e € ao coeficiente de extincdo molar. Tendo em
consideracdo que a antocianina mais presente em alface ¢ a C3g (cianidina-3-glicdsido) e no

morango é a P3g (pelargonidina-3-glicosido) (Horbowicz ef af., 2008)
A = (As10 - Asoo)pri.o = (As1o - Azoo)pHass Equacao 7

Pigmento monomeérico de antocianina (mg/L) = (A x Mw x DF x 1000)/(g x L) Equacao 8
2.3.4.3 — Tempo de prateleira

Um ensaio preliminar para avaliar o impacto dos tratamentos com composto no tempo de

prateleira (do inglés shelflife) dos frutos, em particular, no aparecimento de contaminacéo

microbiana, foi realizado com morangos frescos colhidos em 2018. Neste ensaio prepararam-se
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3 réplicas por condicdo experimental, cada uma com 3 morangos. Sendo feito observacdes visuais
e registo fotografico diariamente. Para avaliar o efeito da temperatura, um lote foi mantido a
temperatura ambiente do laboratério (ca. 21 °C) e outro a temperatura geralmente usada para
armazenamento/acondicionamento (6 °C). Numa segunda abordagem, para acelerar o
surgimento da resposta, um lote de morangos foi sujeito a pequenas incisdes superficiais,
mantendo-se um lote sem incisdes, sendo ambos, posteriormente, mantidos a temperatura

ambiente de laboratorio (ca. 21 °C) durante 4 dias.

2.4 - Avaliacao do efeito das substancias humicas em

culturas vegetais e microbianas in vitro

De forma a estudar o efeito das substancias humicas e dos macerados extraidos dos compostos
organicos em estudo em condicoes controladas, avaliou-se o seu efeito na germinacao e
crescimento de culturas /n7 vitro de alface, mas também se analisou o seu potencial microbiano,
nomeadamente, o antimicrobiano contra espécies patogénicas e o promotor do crescimento em

espécies mutualistas.

2.4.1 - Efeito em culturas /n vitro de alface
Neste ensaio, utilizou-se a variedade Batavia loura por ter uma germinacao e um crescimento mais
rapido /n vitro do que a variedade utilizada nos ensaios de campo (informacao pessoal de Patricia
Cruz), permitindo assim realizar mais ensaios e produzir resultados mais rapidos. As substancias
humicas (SH) testadas foram: AH, AF (apenas do composto CA) e AH+AF (1:1), dos 4 compostos
(VC, CA, N e G), sendo testadas concentracdes de 500, 1000 e 1500 ug/mL. Para isto, diferentes
volumes de extratos de SH de uma solucdo stock (5 mg/mL) foram incorporados em meio MS
liguido para formar as concentracdes supracitadas num volume final de 15 mL (Murashige e
Skoog, 1962). Meio MS este, previamente preparado (sacarose 2% (p/v), agar 0,8% (p/v), pH 5,7)
e esterilizado por autoclavagem (121 °C, 2 atm, 20 min) e mantido liquido em estufa a 50 °C,
para que nao arrefecesse e solidifica-se. Para avaliar efeito do solvente, prepararam-se dois
controlos: um s6 com meio de cultura e outro ao qual se adicionou um volume de solvente (NaOH
0,1 M para AH e AH+AF) igual ao usado na adicao dos extratos a maior concentracdo. Foram

preparados 4 frascos de cultura (réplicas) para cada concentracao.

25



Posteriormente, sementes de alface foram desinfetadas com hipoclorito de sdédio 5% (p/v;
Panreac), em agitacdo, durante 20 Min e, de seguida lavadas 3 vezes com agua desionizada
estéril. Apds serem colocadas 6 sementes por frasco de cultura em camara de fluxo, os frascos
foram colocados na sala de culturas /7 vitro, sob condicdes de temperatura e luz controladas (23
°C, 16 h de fotoperiodo com intensidade luminosa de 45-80 pmol m? s). Diariamente foram
registados varios parametros por inspecao visual: numero de plantulas germinadas, estado de
desenvolvimento do apice caulinar € numero de folhas expandidas. Apos 11 dias finalizou-se o
estudo com uma amostragem destrutiva, onde foram medidos os comprimentos da raiz, do peciolo

e do limbo das folhas.

2.4.2 - Efeito sobre crescimento de microrganismos: efeito promotor
e antimicrobiano
2.4.2.1 - Efeito sobre proliferacao de fungos

Neste ensaio foi avaliado o efeito dos extratos de SH e dos macerados aquosos dos compostos no
crescimento de culturas de microrganismos filamentosos £. cinnamomi, D. corticola e P. citrinum,
tendo-se utilizado o método Poisoned Food. Previamente aos ensaios, estes organismos
filamentosos foram cultivados em placas de petri com meio Potato-Glucose-Agar (PGA, Sigma-
Aldrich) (39 g/L) e armazenados numa incubadora (Orbital Incubator SI50) a 25 °C. Apos terem
sido preparadas as solugdes com os extratos de SH, estas foram incorporados em diferentes
volumes em meio PGA para formarem as concentracdes desejadas (250, 500, 750 e 1000
pg/mL), num volume final de 20 mL. Foram testadas as capacidades antifungicas de AF, de AH
e de AF+AH, em volumes iguais (1:1).
Relativamente ao efeito das maceracdes, as solucoes de 50 g/L e 25 g/L preparadas a partir dos
compostos, foram utilizadas diretamente na preparacdo do meio de cultura com PGA. Sendo
também estabelecido um controlo com PGA em &gua desionizada. Devido a eventual carga
bacteriana presente nos extratos e nos macerados, todos os meios foram posteriormente
autoclavados nas condicdes acima descritas, e dispensados em caixas de Petri de 9 cm.
A partir de culturas fungicas sfock mantidas a 4° C, um disco (& = 5 mm) de micélio foi colocado
no centro da placa de Petri como indicado na Figura 7, tendo-se preparado 3 réplicas
independentes para cada condicdo experimental. Todos os discos foram retirados a mesma
distancia relativamente ao centro das placas sfock, para que a idade e estado de desenvolvimento

do micélio de cada espécie estudada seja 0 mais préxima possivel. Foram igualmente utilizados
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dois controlos, um com o volume de NaOH 0,1 M igual ao usado para adicionar as condicdes de
extrato a concentracao maior, e outro apenas com meio de cultura. As placas foram mantidas em
condicdes controladas, no escuro e a 25 °C.

O crescimento do fungo foi avaliado diariamente, medindo os 4 raios (formados pela intercecao
de 2 eixos) ocupados pela colénia em eixos X e Y perpendiculares e calculando o diametro médio.
Para uma analise quantitativa do crescimento e dos efeitos inibitorios dos extratos, calculou-se o
indice de crescimento e a % de inibicao de acordo com a Equacado 9 e 10, respetivamente, onde
Dc corresponde ao diametro do micélio da placa controlo e Ds ao didametro do micélio da placa

com extrato; valores estes comparados diariamente.

indice de crescimento = (Ds/Dc)*100-100 Equacao 9

% de inibicdo = ((Dc- Ds)/Dc)*100 Equacao 10

Figura 7. Exemplificacdo de uma placa com crescimento de um fungo. A metodologia usada para a medicdo do
crescimento do micélio consistiu na medicdo deste em dois eixos perpendiculares (x e y), sendo estes usados para o
célculo de um didmetro médio.

Adicionalmente, de forma a analisar se as geracdes seguintes seriam influenciadas pelo meio com
extratos humicos em que a geracao original cresceu, foi retirado um indculo de cada condicédo e
posto a crescer em meio PGA; sendo depois acompanhado o crescimento do micélio desta nova

cultura. Além disto, também a olho nu foi avaliada a densidade do micélio.

2.4.2.2 - Capacidade antibacteriana
Com o intuito de avaliar o efeito dos extratos humicos no crescimento de culturas de bactérias das
espécies Xanthomonas arboricola e Salmonella typhimurium, procedeu-se, assim como no ensaio

dos fungos, a incorporacdo destes acidos a diferentes concentracdes no meio onde os
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microrganismos foram depois postos a cultivar. As culturas, cresceram e foram mantidas em
placas de petri com meio Luria Bertani (LB) (25 g/L, Agar 2%) numa estufa (Heraus) a 30 °C,
sendo depois preservadas a 4 °C. A excecdo de X. arboricola, cujo crescimento inicial foi feito em
meio yeast extract-dextrose-CaCO; (YDC) (extrato levedura 1%, D(+)-glucose anidra 2%, carbonato
de calcio 2%, e agar 1,5%). Posto isto, foram depois contabilizadas as coldnias presentes em cada

condicao e controlo para determinar a percentagem de inibicao.

Inicialmente, um pré-inoculo foi preparado misturando uma ansa de cultura sfock em 5 mL de
meio LB liquido, num tubo de polipropileno, e mantido em agitacdo (200 rpm, Certomat BS 3) a
30 °C, durante a noite. No dia seguinte, a absorvancia foi lida a 600 nm e, num tubo de
polipropileno novo, preparada uma mistura com meio LB fresco acertando para uma absorvancia
(@ 600 nm) de cerca de 0,1. Quando esta nova amostra atingiu os 0,4 (fase exponencial) foi
colocada em gelo sendo posteriormente preparada uma diluicdo seriada até 10° com agua. Apds
isto, foram pipetados 20 UL destas diluicées para placas de meio LB sélido com AH e SH (250,
500, 750, ou 1000 u/mL) e para placas controlo (sé meio LB, ou meio LB com solvente). A Figura
8 representa um exemplo de disposicdo de inoculos em placa de Petri. As culturas foram
posteriormente cultivadas a 30 °C ao abrigo da luz e, apds 48 h, foi contado o nimero de coldnias,
de forma a determinar-se a percentagem de inibicdo comparativamente com o controlo, utilizando-
se a Equacdo 11 (com o numero de coldnias presente nas placas controlo e nas placas com
extrato).

% inibicao = ((N° Coldnias no controlo - N° colénias com extrato) / N° Colénias no controlo) *100
Equacao 11

Rl R2 R3

Salmonella typhimurium

CPBF 426

CPBF 1521

Figura 8. Representacao exemplificativa de uma placa do ensaio antibacteriano. Os circulos brancos representam as
gotas de inoculo de suspensao bacteriana. As colunas representam as réplicas (total de 3) e as linhas representam
indculos de suspensdes de diferentes espécies (Salmonella typhimurium e Xanthomonas arboricola (estirpes CPBF
426 e 1521)).
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2.5 — Questionario
Paralelamente, e de forma a avaliar as percecdes do publico sobre compostagem e agricultura em
modo organico em Portugal, bem como a valorizacdo de produtos oriundos deste tipo de
agricultura, foi elaborado e aplicado um questionario recorrendo a plataforma Google Forms. O
Formulario encontra-se em anexo (Apéndice 1), tendo este sido distribuido por email e respondido

voluntariamente.

2.6 — Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao Graphpad Prism versdo 6 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). Os dados sao apresentados
como média + desvio padrao. Verificadas a distribuicdo normal e variancia igual das variaveis (teste
Bartlett), os dados foram analisados correndo os testes one-way (quando analisada apenas uma
variavel) ou two-way ANOVA (quando comparadas duas variaveis). Sempre que o efeito dos fatores
foi significativo procedeu-se a uma andlise post-hoc de comparacdes mdultiplas (Tukey). Os
resultados estatisticos foram identificados por letras, sendo que valores médios com letras

diferentes sao significativamente diferentes entre si (p < 0,05).
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3 — Resultados e Discussao

3.1 - Avaliacao do efeito de compostos organicos em

ensaio de campo

De forma a avaliar o efeito dos 4 compostos estudados nas duas culturas vegetais de relevancia
alimentar e econdmica selecionadas - alface e morangueiro - foram realizados dois ensaios de
campo, em 2018 e 2019. Nestes ensaios, e assim como especificado na Tabela 5, foram avaliados

parametros de produtividade, fisioldgicos e de qualidade nestes vegetais.

No primeiro ensaio (2018) foi avaliado o efeito dos compostos Guano a concentracao de 5 ton/ha
(Gb) e Residuos urbanos a concentracdes de 5 ton/ha e 10 ton/ha (N5 e N10, respetivamente)
em alfaces e morangueiros, ao longo de 6 e 11 semanas respetivamente. Ja em 2019 foi avaliado
a escala de campo o possivel efeito em diversos parametros do uso dos compostos Residuos
urbanos a concentracdes de 0,15 e 0,35 Kg/m? (NO,15 e NO,35), Guano a concentracdes de 0,3
e 0,5 Kg/m? (GO,3 e GO,5), Vermicomposto & concentracdo 1,53 Kg/m? (VC1,53) e Composto de

Algas a 2,55 kg/m?(CA 2,55), em alfaces ao longo de 6 semanas.

3.1.1 - Produtividade de alface e morango em 2018 e 2019
Tendo em consideracdo que, no caso da alface, o valor econdmico da cultura reside na parte
vegetativa e, no caso do morangueiro, reside no fruto, para avaliar o efeito no desenvolvimento e
produtividade das alfaces determinou-se o nimero de folhas, a area foliar, a biomassa da parte
aérea, analisando-se ainda o sistema radicular; e para avaliar o efeito nos morangueiros
determinou-se 0 numero e o volume dos frutos. Estes critérios foram definidos tendo em
consideracdo os componentes de produtividade e qualidade mais importantes para o agricultor e
o consumidor; e também outros estudos semelhantes onde também se avaliem efeitos de
compostos na produtividade destas duas espécies (Ayesha ef a/, 2011; Cabilovski ef a/, 2014;
Moreira et al., 2014; Hossain e Ryu, 2018).
3.1.1.1 - Ensaio 2018

Na Figura 9 podemos ver o efeito dos compostos G e N na produtividade aérea da alface. No que
diz respeito aos compostos, podemos verificar que, de uma forma geral, as plantas que crescem

sob efeito do composto N, apresentaram uma maior produtividade que as crescidas com G (Figura
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9). Relativamente ao numero de folhas verificam-se diferencas entre as condicées N10 e G5 no
final das 6 semanas (Figura 9.A). Quanto a biomassa fresca e seca, as plantas tratadas com N,
em qualquer das concentracoes testadas apresentam valores significativamente mais elevados
que as alfaces tratadas com G a 5 ton/ha (Figura 9.B). De modo semelhante, alfaces crescidas
com composto N a 5 ton/ha, apresentaram folhas de maiores dimensdes (171 cm?
comparativamente a alfaces crescidas com G a 5 ton/h com (116 cm?) (Figura 9.C). Relativamente
ao efeito da concentracéo, ndo se verificaram diferencas significativas entre os tratamentos de N

com 5 e 10 ton/ha no que se refere a estes parametros de produtividade.
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Figura 9. Efeito dos compostos Guano (G) e Residuos urbanos (N), a concentracdes de 5 e 10 ton/ha, nos parametros
de produtividade: numero de folhas (A), biomassa da parte aérea (B) e area foliar da maior folha (C) da alface no
ensaio de 2018. Encontram-se representados valores médios (n=3) + desvio padrao. Valores médios com letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Estes resultados vao de encontro aos reportados por Moreira e colegas (2014), no qual diferentes
fertilizantes organicos apresentaram diferentes efeitos na producdo de alface e, em que o
fertilizante com origem na compostagem apresentou melhores resultados que fertilizantes
provenientes de esterco animal (caso do composto G) no que diz respeito ao tamanho e nimero
de folhas e biomassa da parte aérea e da radicular (Moreira ef al., 2014).

Os resultados aqui obtidos ndo podem ser explicados por diferencas no teor de substancias
humicas dado que o composto G apresenta maior quantidade de SH que N (Tabela 2) e, por outro
lado, ndo houve diferencas significativas quando se aumentou a quantidade aplicada do composto
N de 5 para 10 ton/ha (Figura 9). Este resultado foi também observado por Hossain e Ryu (2018).
Dado que alguns dos restantes componentes dos compostos (como a percentagem em N, P, Na
e K) (Tabela 2) também sao aparentemente diferentes, resta-nos deduzir que o efeito presente se
deve a qualidade da matéria organica em questao, ou a outros fatores nao determinados. Pode

também colocar-se a hipotese, do composto ter tido um efeito no crescimento da raiz promovendo,
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assim, o melhor desenvolvimento da parte aérea das alfaces. Seria também interessante verificar
o efeito dos compostos nas caracteristicas do solo, ndo s6 em termos quimicos, como o contetdo
de nitrogénio e pH; mas também fisicos, tais como temperatura e a capacidade em retencéo de
agua; e em termos de populacdes microbianas, com presenca ou auséncia de espécies
patogénicas e mutualistas, tal como realizado por Hossain e Ryu (2018) e Moreira e colaboradores

(2014).

No caso do morangueiro, o numero (Figura 10.A e 10.B) e o volume dos de frutos (Figura 10.C)
foram os parametros de produtividade avaliados semanalmente durante 11 semanas. Durante o
periodo de ensaio, aparentam haver diferencas na producdo semanal de morangos entre os
morangueiros cultivados com composto N e com o composto G (Figura 10.A). Algo que se salienta
na média de morangos produzidos por semana, que é significativamente maior em morangueiros
crescidos com composto N (Figura 10.B), tendo havido uma producao total de 315 morangos nos
morangueiros crescidos com N5, 294 nos crescidos com N10 e 200 nos crescidos G5. Nao se

verificaram, contudo, diferencas no volume dos frutos (Figura 10.C).
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Figura 10. Efeito dos compostos Guano (G) e Residuos urbanos (N), a concentracdes de 5 e 10 ton/ha, nos parametros
de produtividade: numero de morangos produzidos semanalmente (A); a média de morangos produzidos por semana
(B); e o volume do fruto em cm?® (C) do morangueiro no ensaio de 2018. Encontram-se representados valores médios
(n=11) + desvio padrao. Valores médios com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Estes resultados podem ter, certamente, um enorme valor pratico e econdmico para um produtor.
Fazer uma escolha racional do composto, bem como da quantidade adequada a aplicar, podera
significar aumentos de produtividade bastante relevantes. Por exemplo, se um produtor de
morangos utilizasse normalmente o composto G a 5 ton/ha e produzisse em média cerca de 1000
morangos anualmente, ao mudar para o composto N a 5 ton/ha produziria 1575 morangos, ou
seja, um aumento de cerca de 50 % na producdo. Também na literatura este tipo de efeito foi

verificado. Ayesha e colaboradores (2011), verificaram que fertilizantes organicos de origem
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vegetal promovem maior produtividade em morangueiros, em termos de numero de frutos
gerados, que fertilizantes organicos de origem animal (Ayesha ef a/, 2011). A origem destas
diferencas pode basear-se, como no caso da alface, da qualidade do composto em questao, cuja
presenca pode afetar propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo a curto e a longo prazo,
tendo isso depois impacto na produtividade dos morangueiros (Reganold, ef a/., 2010; Cabilovski

et al., 2014; Pokhrel et al, 2015).

3.1.1.2 - Ensaio 2019
Neste ensaio, o efeito dos compostos Residuos urbanos a concentracdes de 0,15 e 0,35 Kg/m?
(NO,15 e NO,35), Guano a concentracdes de 0,3 e 0,5 Kg/m? (G0,3 e GO,5), Vermicomposto a
concentracao 1,53 Kg/m? (VC1,53) e Composto de Algas a 2,55 kg/m? (CA 2,55) foi avaliado
determinando o nimero de folhas e biomassa da parte aérea (Figura 11), mas agora também a
area foliar total (Figura 12) e analisando o sistema radicular (Figura 13). O numero de folhas
aumentou todas as semanas, em todas as condicdes, destacando-se as alfaces que cresceram
com CA2,55 a partir da terceira semana (Figura 11.A). No final do ensaio (sexta semana), contudo,
as alfaces CA2,55, tal como as GO,5, apenas mostraram um numero médio de folhas
significativamente superior as crescidas na condicdo controlo ou com VC1,53 (Figura 11.B).
Relativamente a biomassa fresca da parte aérea, também as alfaces crescidas em CA2,55 e GO,5
se distinguiram significativamente das restantes, contudo, para este parametro, as primeiras

apresentaram cerca do dobro da massa das segundas (189,6 g s 96,6 g) (Figura 11.C).
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Figura 11. Efeito dos compostos Residuos urbanos (N), Guano (G), Vermicomposto (VC) e Composto de Algas (CA) a
diferentes concentracdes (em Kg/m?) nos parametros de produtividade: ntmero de folhas produzidos ao longo do
ensaio (A); numero de folhas produzidos no ultimo dia do ensaio (B); e biomassa da parte aérea (C) da alface no
ensaio de 2019. Encontram-se representados valores médios (n=5) + desvio padrdo. Valores médios com letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05).
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Este efeito do composto CA2,55 também foi muito evidente na area foliar total das alfaces (Figura
12), sendo evidente ndo so no final do ensaio (semana 6), mas logo na semana 3, com valores
significativamente distintos dos obtidos com as restantes condicdes. Estes resultados mostram
que o aumento promovido na biomassa da parte aérea foi causado mais por um aumento da area
das folhas do que pelo numero de folhas por alface. Pode ainda constatar-se que, depois de CA,
0 composto G, na dose mais elevada, promoveu uma area foliar significativamente maior que as
restantes combinacdes testadas e que as duas doses testadas de N nao produziram efeitos

significativamente diferentes entre si (Figura 12).
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Figura 12. Efeito dos compostos Residuos urbanos (N), Guano (G), Vermicomposto (VC) e Composto de Algas (CA) a
diferentes concentracées (em Kg/m?) na area foliar total da alface, medidas no final da semana 3 (lado esquerdo) ou
no final do final do ensaio (lado direito), no ensaio de 2019. Encontram-se representados valores médios (n=5) +
desvio padrao. Valores médios com letras diferentes sao estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Os resultados da analise do sistema radicular (comprimento da raiz mais longa, peso fresco e seco
total, e numero de raizes em trés classes de calibre) encontram-se representados na Figura 13.
Também na parte radicular os diferentes compostos/doses promoveram resultados distintos nas
variaveis analisadas e que acompanharam os obtidos na parte aérea da alface. O comprimento da
raiz foi maior em alfaces que se desenvolveram com CA2,55, quando comparadas com a das
condicdes controlo, NO,15 e VC1,53 (Figura 13.A). Além de raizes mais compridas, o composto
CA também produziu significativamente maior biomassa radicular fresca e seca que as restantes
condicdes (Figura 13.B), a semelhanca do que havia acontecido para a biomassa fresca da parte
aérea (Figura 11.C). Por sua vez, e depois de CA, também o composto G produziu, de um modo
geral, maiores raizes que as restantes condicdes e maior biomassa radicular fresca e seca, neste
caso sem diferenca entre doses testadas (Figura 13.B). Relativamente ao n° de raizes por alface
em cada classe de calibre, pode verificar-se que nao houve diferencas no n° de raizes finas (Figura

13.C, grafico do lado direito), o composto CA também produziu mais raizes grossas
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comparativamente com o controlo (Figura 13.C, grafico do lado esquerdo); e de calibre intermédio

relativamente as condicdes NO,15 e VC1,53 (Figura 13.C, grafico central).
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Figura 13. Efeito dos compostos Residuos urbanos (N), Guano (G), Vermicomposto (VC) e Composto de Algas (CA) a
diferentes concentracées (em Kg/m?) no sistema radicular de Alface no ensaio de 2019. Neste critério foram
analisados o comprimento da raiz (A); o peso fresco e peso seco da raiz (B); e o numero de raizes grossas, intermédias
e finas (C). Encontram-se representados valores médios (n=6) + desvio padrao. Valores médios com letras diferentes
sao estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Tal como no ensaio de 2018, também neste se verificaram efeitos significativos relativos ao tipo
de compostos organicos e doses testados. Primeiramente, vemos que a utilizacao de um composto
organico, mesmo no solo fértil, promoveu maior produtividade que a situacdo controlo (sem
fertilizacao), que estd em linha com o que é descrito na literatura (Pavlou et a/, 2007, Santos et
al, 2016). De uma forma geral, 0 composto CA na dose recomendada (2,55 kg/m?), mostrou ser
a melhor opcao para um aumento da produtividade deste tipo de espécie horticola (Figuras 11,

12 e 13), nomeadamente da parte vegetativa comestivel, produzindo mais e maiores folhas.

Os resultados obtidos sugerem que o aumento da produtividade da alface depende mais da
qualidade do composto do que da quantidade introduzida, dentro das doses recomendadas. De

facto, pode-se contatar que para os compostos N e G, com os quais se testaram as doses minima
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e maxima, os resultados nao foram significativamente distintos para as varidveis analisadas

(Figuras 11, 12 e 13), a excecdo de G para area foliar total (Figura 12).

Em comparacao com o ensaio das alfaces de 2018, assistimos a uma mudanca de paradigma.
Visto que, no primeiro ensaio o composto N apresenta maior produtividade aérea que o composto
G (Figura 9); e no de 2019, o composto G consegue igualar, tanto no nimero de folhas como na
biomassa aérea (Figura 11.B e 11.C). Tendo em consideracao que a espécie era a mesma, as
concentracdes eram praticamente iguais ( N5 e G5; e NO,35 e GO,3) e os compostos vieram da
mesma meda (excluindo a possibilidade de haver diferenca de qualidade das diferentes medas,
devido também a diferentes produtos organicos utilizados), a explicacdo pode vir da diferenca das
caracteristicas do local e do solo de cada ensaio, tendo este sido diferente (Tabela 4); e da
diferenca na qualidade dos compostos depois de armazenados. Além disto, e a semelhanca das
perspetivas futuras do ensaio de 2018, seria também de interesse verificar o efeito que 0s novos

compostos aqui utilizados tiveram no solo a nivel quimico, fisico e biolégico.

3.1.2 - Parametros fisiologicos em alface em 2018 e 2019
Em ambos os ensaios de campo, também alguns parametros fisioldgicos foram analisados, como
0 conteudo relativo em agua das folhas (RWC, do inglés Relative Water Conten?) e o teor de
pigmentos fotossintéticos. O RWC, ao traduzir o conteido em agua dos tecidos, pode dar uma
indicacao do seu estado hidrico, se a planta esta, por exemplo, a conseguir repor adequadamente,
através do sistema radicular, a agua perdida por transpiracdo. Ja o teor de pigmentos clorofilinos,
nao so traduz a atividade fotossintética como, ao contribuir para a coloracdo da folha, pode
também ser visto como um parametro de qualidade (Ferrante e Maggiore, 2007; Aguero et al.,
2008; Arjenaki et al., 2012). Ambos os parametros podem traduzir, portanto, duas caracteristicas
importantes a nivel comercial, tais como a textura da folha e o seu aspeto visual, respetivamente,
podendo valores elevados de RWC e pigmentos clorofilinos tornar uma alface mais “apetitosa”
para o consumidor; mas também a nivel produtivo, ja que melhores capacidades de retencao de
agua e maiores conteudos em clorofila revelam-se importantes na produtividade e na resisténcia

a stresses (Schonfeld et a/, 1988; Aguero ef al., 2008; Arjenaki et al., 2012).

3.1.2.1 - Ensaio 2018
Os resultados obtidos no ensaio de 2018, realizado com os compostos G e N nas doses 5 e 10

ton/ha, para estes dois parametros (RWC e teor de pigmentos clorofilinos), encontram-se na Figura
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14. Relativamente ao conteudo relativo em agua, os resultados revelaram que a adicao do
composto Residuos urbanos produziu alfaces com valores significativamente mais elevados de
RWC (Figura 14.A), sugerindo que se encontram em melhor estado hidrico. Também no teor de
pigmentos fotossintéticos houve diferencas significativas entre as condicdes (Figura 14.B).
Contudo, neste caso, foi a dose aplicada que teve efeito significativo. As alfaces crescidas com
dose de composto de 5 ton/ha, quer de G quer de N, apresentaram valores semelhantes entre si
e estatisticamente diferentes dos das alfaces da condicdo N10, para clorofila a e carotendides.
Parece-se assim que a aplicacao de composto G € N a 5 ton/ha, promovem a producéo de alfaces
mais ricas em pigmentos, o que lhes proporcionaria uma maior taxa de fotossintese e uma melhor
qualidade visual e nutricional (Aguero et al,, 2008; Ajernaki et al,, 2012). Valores mais elevados
de composto N (exemplo do uso de uma concentracdo duas vezes maior que o composto G),
eventualmente com niveis supra-6ptimos de matéria organica e Na, podem ter um impacto
negativo no fendtipo fotossintético (Sayyad-Amin et a/, 2016). Este resultado chama ainda a
atencdo para a importancia duma fertilizacao racional, tendo em conta a especificidades de cada

cultura e de cada solo.
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Figura 14. Efeito dos compostos Guano (G) e Residuos urbanos (N) (a 5 e 10 ton/ha) no contetdo relativo em agua
(A) e de pigmentos fotossintéticos (Clorofila A, clorofila B e Carotenoides) (B) em alfaces no ensaio de 2018 a sexta
semana. Encontram-se representados valores médios (n=4) + desvio padrao. Valores médios com letras diferentes
sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Os valores de RWC e de pigmentos fotossintéticos obtidos sao semelhantes aos encontrados na
literatura para a alface (Rivera et al, 2006; Aguero et al, 2008), embora neste trabalho, e ao
contrario do reportado por Slamet e colaboradores (2017), se tenham detetado diferencas no teor
de pigmentos entre diferentes fertilizantes organicos a diferentes concentracdes (Slamet et al,

2017).
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3.1.2.2 - Ensaio 2019
Os resultados de RWC e da area foliar especifica (AFE) de alface obtidos no ensaio de 2019
encontram-se na Figura 15. Quanto ao RWC, embora na semana 3, com a combinacao NO,35, se
tenha obtido valores significativamente mais elevados que no controlo (Figura 15.A), na semana 5
ja nao se verificam diferencas entre condicdes. Existe, contudo, uma diminuicdo geral de todos os
valores de RWC da semana 3 para a 5 (Figura 15.A). Sabendo que o RWC esta relacionado com
o volume celular (Tanentzap et a/, 2015), este resultado provavelmente traduz um aumento na
diminuicao do volume e aumento da rigidez celulares da 3% para a 5° semana. Com o intuito de
aprofundar este aspeto morfo-fisico das folhas das alfaces, procedeu-se a analise da AFE,
parametro que relaciona a area foliar com a sua biomassa seca. De acordo com a Figura 15.B
pode verificar-se que, na semana 3, ndo se verificaram diferencas significativas entre condicdes,
para além da diferenca entre NO,15 e NO,35, mas, a semelhanca do se tinha observado para RWC
(Figura 15.A), houve um efeito muito significativo do tempo de cultura, com um decréscimo
acentuado em AFE da semana 3 para a 5, o que revela um aumento na espessura e/ou densidade

do mesofilo foliar.

100 ,
b H B Controlo 3
wl | Nots &
= acabc NO,35 2
s o | a a 5 a aa G0,3 ?
g ........................... HE G05 S
x ' ' ﬁ m VG153 2
70
0 cazss g
Semana 3 Semana 5 Semana 3 Semana 5

Figura 15. Efeito dos compostos Residuos urbanos (N), Guano (G), Vermicomposto (VC) e Composto de Algas (CA) a
diferentes concentracdes (em Kg/m?), no contetido relativo em agua (RWC) (A), e Area foliar especifica (B) em alfaces
no ensaio de 2019, a terceira e quinta semana. Encontram-se representados valores médios (n=5) + desvio padréo.
Valores médios com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Relativamente aos pigmentos fotossintéticos, a concentracao de clorofila @ (Figura 16.A) na terceira
semana), foi significativamente superior em alfaces crescidas em CA2,55 quando comparada com
0 controlo e a maioria das condicdes testadas, algo que ja nao se verificou perto do final do ensaio
(quinta semana). Na quinta semana salienta-se que nas condi¢cdes GO,3 e VC1,53, as alfaces
apresentaram valores inferiores ao controlo. Nesta fase de cultura, os resultados sugerem ainda
gue, enquanto o composto N produziu teores de clorofila @ semelhantes nas doses recomendadas,

0 composto G, na dose mais baixa é limitante (Figura 16.A). Quanto a clorofila & (Figura 16.B), os
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resultados foram algo semelhantes, com as condi¢des VC1,53 e GO,3 a produziram alfaces com
teores significativamente inferiores ao controlo e a verificar-se o efeito da dose apenas no composto
G. Ja no caso dos carotenoides (Figura 16.C), o efeito mais pronunciado é o aumento do teor da
semana 3 para a semana 5, ndo havendo ao longo do ensaio diferencas entre os compostos
comparativamente com o controlo ou entre si, com a excecao do forte efeito da dose do composto
G, como verificado para os restantes pigmentos. Estes resultados estdao em linha com outros
estudos que reportaram diferencas na producao de clorofilas com diferentes compostos organicos
(Coria-Cayupén et al, 2009). Um dos principais contribuintes para a formacao de pigmentos
fotossintéticos é a presenca de nitrogénio no solo (Coria-Cayupén etal,, 2009), contudo, no nosso
caso, este parece ndo ter sido pelo menos o principal fator a influenciar, uma vez que a
concentracdo de nitrogénio no composto G ser quase o dobro da de N (Tabela 2), e ndo se ter

verificado uma tendéncia dependente na dose de N no teor de pigmentos fotossintéticos.
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Figura 16. Efeito dos compostos Residuos urbanos (N), Guano (G), Vermicomposto (VC) e Composto de Algas (CA) a
diferentes concentracdes (em Kg/m?), no conteudo de pigmentos fotossintéticos (Clorofila A, clorofila B e
Carotenoides) de alfaces no ensaio de 2019, a terceira e quinta semanas. Encontram-se representados valores médios
(n=6) + desvio padrao. Valores médios com letras diferentes séo estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Ao compararmos a terceira com a quinta semana, as variacdes nas diferencas significativas entre
condicdes nos resultados do RWC e no conteido de pigmentos fotossintéticos podem estar
relacionadas com diferencas nas condicdes climatéricas, quantidade de agua do sol, ou no
desenvolvimento foliar (Poorter, 2002; Aguero et al., 2008; Ozkur et al., 2009; Tanentzap et a/.,
2015).
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3.1.3 - Avaliacio da qualidade nos ensaios de 2018 e 2019

3.1.3.1 - Quantificacao de antocianinas e vitamina C em

morangos e alfaces
Pretendeu-se com a quantificacdo de vitamina C e antocianinas avaliar parametros relacionados
com a qualidade nutricional de frutos e vegetais. De forma a avaliar o efeito que diferentes
compostos organicos tém na concentracao destes compostos em alface e morango, analisaram-
se as concentracdes de acido ascorbico (vitamina C) e antocianinas, encontrando-se os resultados
obtidos em 2018 e 2019 nas Tabelas 8 e 9, respetivamente.
No ensaio de 2018, a aplicacao de diferentes compostos/doses (N5, N10 e G5) ndo modificou
significativamente a quantidade de vitamina C nas folhas de alface nem nos morangos. No entanto,
0S morangos que cresceram sob efeito dos compostos N10 e G5 apresentaram maior
concentracdo de antocianinas (Tabela 8). Em 2019, a aplicacdo dos diferentes compostos/doses
em alface, ndo resultou em alteracdes significativas na concentracao de vitamina C, tal como em

2018, mas também néao se verificaram efeitos na concentracdo de antocianinas (Tabela 9).

Tabela 8. Efeito dos compostos Residuos urbanos (N) e Guano (G), a diferentes doses (5 e 10 ton/ha) na concentracao
de vitamina C e antocianinas em alface e morango, no ensaio de 2018. Resultados de vitamina C expressos em mg
de acido ascérbico/g FW; e de antocianinas em mg cianidina-3-glicosido/g FW para a alface e em mg pelargonidina-
3-glicosido / g FW para o morango. Encontram-se representados valores médios (n=4) + desvio padrao. Valores
meédios com letras diferentes sao estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Ensaio de 2018 N5 N10O G5
Alface 0,21 a 0,24 a 0,23 a
Vitamina C (+0,038) (£0,038) (£0,055)
Morango 1,46 a 1,47 a 1,7 a
(+0,203) (£0,213) (£0,09)
Antocianinas Morango 0,15a 0,21b 0,23 b
(+0,022) (£0,022) (£0,037)

Tabela 9. Efeito dos compostos Residuos urbanos (N), Guano (G), Vermicomposto (VC) e Composto de algas (CA) a
diferentes doses (Kg/m?), na concentracdo de vitamina C e antocianinas em Alface, no ensaio de 2019. Resultados
de vitamina C expressos em mg de acido ascorbico/g FW; e de antocianinas em mg cianidina-3-glicosido /g FW.
Encontram-se representados valores médios (n=6) + desvio padrdo. Valores médios com letras diferentes sdo
estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Ensaio de
Controlo NO,15 NO,35 | GO,3 | GO,5 | VC1,53 | CA2,55
2019
Vitamina C 0,29 a 0,30 a 0,33a | 0,28a | 0,23a | 0,22a 0,26 a
(+0,045) (+0,007) (+0,083) | (£0,018) | (+0,041) | (+0,050) (+0,027)
Antocianinas 0,23 a 0,22 a 024a | 0,29a | 0,26a | 0,25a 0,30 a
(+0,055) (+0,018) (+0,035) | (£0,030) | (+0,033) | (+0,084) (+0,004)
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Este resultado nao estd de acordo com o reportado por Santos e colaboradores (2016), em que
diferentes compostos organicos exerceram efeitos no nivel de vitamina C e antocianinas da alface.
No caso dos morangos, segundo Ayesha (2011), diferentes modos de cultivo afetam a quantidade
de vitamina C. De forma geral, tendo em consideracdo o ensaio de 2019, ndo houve efeitos
negativos da aplicacdo de composto na qualidade nutricional das espécies horticolas. E mesmo
existindo diversos fatores que podem afetar a concentracao destas substancias nestes alimentos
(entre variedades, condicdes de cultivo, época de colheita, e condicionamento, por exemplo) todos
os valores de antocianinas e vitamina C para ambas as espécies se encontram de acordo com 0s
reportados na literatura (Gazula et a/, 2007; Horbowicz et a/., 2008; Ayesha, 2011; Pincemail ef
al., 2012; Maksimovic et al., 2014; Tonutare et al,, 2014; Kim et al., 2016; Santos et a/,, 2016).

3.1.3.2 — Tempo de prateleira do morango

O tempo de prateleira de um produto é também um parametro muito importante do ponto de vista
comercial. Nao s6 permite que comerciantes e consumidores evitem perdas monetarias como
também ajuda a reduzir o desperdicio alimentar. Assim, neste ensaio pretendeu-se comparar a
capacidade de morangos, provenientes de morangueiros crescidos em diferentes compostos
organicos (N5, N10, G5), manterem um aspeto saudavel, com e sem refrigeracao.

Na Figura 17 apresentam-se os resultados do ensaio realizado num conjunto de morangos sem
cortes e num grupo de morangos ao qual foram aplicados golpes. Podemos verificar que no dia 2,
0s morangos G5 sdo os primeiros a mostrar perda de qualidade. No dia 3, a diferenca entre
morangos sem e com cortes continua visivel, contudo, os G5 (visivelmente escurecidos) e os N10
(inicios de infecao fungica) mostram-se mais deteriorados que os N5. No dia 4, e ultimo, existem
indicios claros de infecao fungica nos morangos G5 e N10 juntamente com uma coloracao escura.
No caso da Figura 18, é comparada a capacidade de conservacdo de morangos a temperatura
ambiente e a 6 °C. De forma geral, 0s morangos que estiveram no frio demonstraram bom aspeto
ao longo dos 4 dias, nao havendo diferencas notorias entre as condicdes testadas de
compostos/dose. Por outro lado, e assim como no ensaio dos cortes, no dia 2 os morangos G5 e
N10 a temperatura ambiente revelaram deterioracao em comparacao com os morangos N5. Este
efeito manteve-se até ao dia 4. Neste ultimo dia, em todas as condicdes se verificaram infecdes
fungicas e os morangos G5 e N10 uma acentuada coloracdo escura em comparacao com os Nb.

Com estes ensaios foi possivel concluir que o composto N, a 5 ton/ha, produziu morangos mais
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resistentes a infecdes fungicas, mesmo com cortes superficiais, mas também em condicdes de

temperatura ambiente.
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Figura 17. Comparacao ao longo de 4 dias, por inspecéo visual, da qualidade de morangos produzidos com diferentes
compostos (Residuos urbanos (N) e Guano (G) a 5 e 10 ton/ha), com e sem cortes superficiais.
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Figura 18. Comparacéo ao longo de 4 dias, por inspecdo visual, da qualidade entre morangos produzidos com
diferentes compostos (Residuos urbanos (N) e Guano (G) a 5 e 10 ton/ha), quando sujeitos a temperatura ambiente
e a6°C.
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3.2 - Avaliacao da atividade de extratos humicos e

macerados de compostos em ensaios in vitro

3.2.1 - Efeito em variedades de alface
Avaliar o efeito de um componente dos compostos, como por exemplo substancias humicas,
guando se comparam varios compostos de composicoes distintas em ensaios de campo, é uma
tarefa muito dificil senao impossivel, pois a tentativa de controlar o nivel de uma usando doses
distintas, alteraria os niveis das outras componentes dos compostos. Neste sentido, de forma a
avaliar o efeito de substancias humicas extraidas dos compostos em estudo (N, G, VC e CA) no
desenvolvimento de uma espécie vegetal, procedeu-se a um ensaio /77 vitro com culturas de alface
(Lactuca sativa var. batavia loura), através da incorporacdo de extratos de acidos humicos, de
acidos fulvicos, e de substancias humicas (mistura de acidos humicos e fulvicos na mesma
quantidade) em meio MS a 500, 1000 e 1500 pg/mL. Os ensaios realizados encontram-se
indicados na Tabela 10. Todos os resultados sdo comparados com o controlo solvente, dado que

este nao demonstrou diferencas significativas com o controlo negativo (Apéndice 2).

Tabela 10. Resumo dos ensaios do efeito das substancias humicas em culturas /7 vifro de alface. Os extratos humicos
(acidos humicos, acidos fulvicos e mistura (substancias humicas)) dos compostos (Residuos urbanos (N), Guano (G),
Vermicomposto (VC) e Composto de algas (CA)) que foram testadas, consistiram em 3 concentracoes diferentes (500,
1000 e 1500 pg/mL). “X" representa a realizacao desse ensaio.

Extratos himicos
Compostos i - —
Acidos humicos Acidos fulvicos Substancias
himicas
N X X
G X X
VC X X
CA X X X

Um dos parametros avaliados foi a percentagem de germinacao ao longo do tempo, de modo a
analisar o comportamento da germinacao das sementes nas diferentes condicdes. Nenhuma das
condicdes promoveu diferencas significativas na percentagem de germinacéao quando comparadas

com o controlo no final do ensaio (Figura 19).
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Figura 19. Efeito dos extratos de substancias himicas (acidos humicos, AH; acidos fulvicos, AF; e substancias
humicas, SH) de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de algas,
CA) testados nas concentracdes de 500 (A), 1000 (B) e 1500 (C) pug/mL, na percentagem de germinacao de sementes
de alface ao longo de 10 dias de germinacdo em meio MS. Encontram-se representados valores médios (n=3) + desvio
padrdo. Valores médios com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes, em comparacdo com o controlo (p<
0,05). Ou em caso de auséncia de diferenca por n.s (nao significativo).

Outro parametro monitorizado ao longo dos 10 dias foi a percentagem de plantulas com
cotilédones completamente expandidos, como medida do desenvolvimento das plantulas (Figura
20). De um modo geral ndo se verificam efeitos dos compostos, extratos, ou concentracdes quando

comparados com o controlo no final do ensaio.
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Figura 20. Efeito dos extratos de substancias humicas (acidos humicos, AH; acidos fulvicos, AF; e substancias
humicas, SH) de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de algas,
CA) testados nas concentracdes de 500 (A), 1000 (B) e 1500 (C) pg/mL, na percentagem de plantulas com
cotilédones expandidos de alface ao longo de 10 dias de germinacdo em meio MS. Encontram-se representados
valores médios (n=3) + desvio padrdo. Valores médios com letras diferentes séo estatisticamente diferentes, em
comparagdo com o controlo (p< 0,05). Ou em caso de auséncia de diferenca por n.s (néo significativo).

No final do ensaio foram realizadas medicoes destrutivas de forma a medir o comprimento da raiz
(Figura 21), da primeira folha (Figura 22) e do peciolo (Figura 23). Globalmente, o composto de
algas (CA) foi o que teve um impacto maior promovendo um maior desenvolvimento radicular,
foliar e do peciolo (Figura 21, 22 e 23). Relativamente & componente radicular foi possivel verificar
que, a excecdo do composto N, os extratos SH promoveram um menor comprimento da raiz
quando comparados com os extratos AH (Figura 21), em particular os extratos de G e VC,
sugerindo que os acidos fulvicos (AF) possam contribuir para essa inibicdo. Os acidos himicos do
composto CA, a 1000 ug/mL, promoveram raizes mais compridas que todos os restantes

compostos e o controlo (Figura 21.B).
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Figura 21. Efeito dos extratos de substancias humicas (acidos humicos, AH; acidos fulvicos, AF; e substancias
humicas, SH) de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de algas,
CA) testados nas concentracdes de 500 (A), 1000 (B) e 1500 (C) pg/mL, no comprimento da raiz de plantulas de
alface depois de 10 dias de germinacdo em meio MS. Encontram-se representados valores médios (n=10) + desvio
padrao. Valores médios com letras diferentes sao estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Relativamente ao comprimento da primeira folha, a diferenca entre AH e SH acima descrita foi
novamente observada nas duas concentracdes mais baixas, sendo que na concentracdo de 1000
ug/mL, tal como para o comprimento da raiz, com os extratos SH de G e VC produziram-se folhas
mais pequenas que os controlos e restantes condicdes (Figura 22.B). Os extratos humicos de N
deram sistematicamente valores semelhantes ao controlo, a excecao de AH a 1500 pg/mL em

que se obtiveram folhas com comprimentos inferiores ao controlo (Figura 22.C).
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Figura 22. Efeito dos extratos de substancias humicas (acidos humicos, AH; acidos fulvicos, AF; e substancias
humicas, SH) de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de algas,
CA) testados nas concentracdes de 500 (A), 1000 (B) e 1500 (C) pg/mL, no comprimento da folha primaria de
plantulas de alface depois de 10 dias de germinacao em meio MS. Encontram-se representados valores médios (n=10)
+ desvio padréo. Valores médios com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05).

A resposta do comprimento do peciolo acompanhou de perto o que se verificou com o
comprimento da folha, sendo, no entanto, os efeitos ainda mais evidentes (Figura 23). Assim,
foram diversas as condi¢des com peciolos com comprimentos inferiores ao controlo (a 500
pg/mL, SH de G, SH de VC e SH de CA; a 1000 pug/mL, SH de G e SH de VC; e a 1500 pg/mL,

AH de N, AH de G e SH de G). Este resultado sugere que o comprimento do peciolo, pode constituir
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um parametro sensivel para se avaliar o efeito de extratos humicos no desenvolvimento de

espécies vegetais /n vitro.
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Figura 23. Efeito dos extratos de substancias humicas (acidos humicos, AH; acidos fulvicos, AF; e substancias
humicas, SH) de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de algas,
CA) testados nas concentracdes de 500 (A), 1000 (B) e 1500 (C) ug/mL, no comprimento do peciolo de plantulas de
alface depois de 10 dias de germinacdo em meio MS. Encontram-se representados valores médios (n=10) + desvio
padrao. Valores médios com letras diferentes sao estatisticamente diferentes (p< 0,05).

Na literatura encontram-se varias referéncias ao efeito da aplicacdo de extratos humicos em meios
de propagacao /n vitro e do seu efeito positivo no crescimento das plantulas, potenciando o
comprimento do caule e da raiz, assim como do numero folhas (Canellas ef a/, 2002; Obsuwan
et al, 2011; Jindo et a, 2012). Também nestes estudos, e como foi observado neste trabalho,
em certas condicoes os efeitos podem ser inferiores ao controlo, caso do aumento de concentracéo
do extrato testado (Tabela 11) (Obsuwan ef a/., 2011). Este efeito dose-resposta pode ter a ver
com similaridades com a acdo de auxinas, podendo haver um efeito inibitorio destas substancias
a partir de uma certa concentracao (Canellas et a/, 2002; Trevisan et a/., 2010; Obsuwan et a/.,
2011; Garcia et al,, 2016). Assim, como se pode ver na Tabela 11, que pretende comparar o
comprimento da raiz de plantulas crescidas nas diferentes concentracdes de extratos AH de cada
composto, diferentes compostos podem conter composicées em acidos humicos distintas com
efeitos distintos. Enquanto o composto N e CA promovem valores maximos de comprimento de
raiz a 1000 pg/mL, o composto G tem um maximo a 500 ug/mL, diminuindo significativamente
para concentracdes mais elevadas. Quanto ao composto VC, e nas concentracdes testadas, nao
houve efeito da concentracdo no comprimento da raiz. Comparando os valores maximos de cada
composto, também se constatou que as substancias humicas de CA e G promovem comprimentos
maiores que as de N e VC (Tabela 11). Estes efeitos distintos de extratos humicos dependentes

da fonte foi também reportado na literatura (Jindo ef a/, 2012). Este efeito pode-se dever aos
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diferentes processos de humificacdo, que terdao um impacto direto nas caracteristicas
conformacionais, quimicas e fisicas, das substancias humicas produzidas (Jindo et a/., 2012;

Garcia et al., 2016).

Tabela 11. Comparacao entre as diferentes concentracoes de acidos humicos (AH) do mesmo composto no
comprimento da raiz (expresso em mm). Efeito dos acidos himicos de diferentes compostos (Residuos urbanos, N;
Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de algas, CA) a concentracdes de 500, 1000 e 1500 pg/mL, no
comprimento da raiz de plantulas de alface depois de 10 dias de germinacdo em meio MS. A negrito ressaltou-se os
valores maximos. Cada valor é representado sob a forma de média (n=10) + desvio padrdo. Diferenca estatistica,
entre concentracdes do mesmo composto, representada pela diferenca de letras.

Extratos AH de Concentracoes
compostos 500 pg/mL 1000 pg/mL 1500 pg/mL
N 26,0 a 39,0b 218 a
(+16,79) (£10,60) (+6,96)
G 44,6 a 250D 220b
(£9,79) (£9,78) (+7,98)
Ve 30,0a 29,1a 28,8 a
(£9,91) (£14,27) (+12,35)
CA 47,4 a 48,1 a 37,4b
(£9,72) (£11,30) (£12,71)

Estes resultados mostraram que os ensaios /7 vifro sdo adequados para avaliar o efeito de extratos
de substancias humicas de compostos e fertilizantes organicos no desenvolvimento de plantas,
podendo revelar-se uma ferramenta crucial para explicar efeitos observados em ensaios de campo.
De facto, e comparativamente aos resultados de campo, também neste ensaio /17 vitro, o composto
de algas mostrou ser aquele que promoveu maior desenvolvimento da alface. Tal como no ensaio
de campo, este composto demonstrou ser mais eficaz do que os restantes ao produzir plantas
com uma maior raiz (Figura 13 e 21) e uma maior producao na parte aérea (Figura 11 e 12, e 22
e 23). Visto que os efeitos na alface foram semelhantes ao utilizar o composto no campo e os
acidos humicos /n vitro, é razoavel avancar com a hipotese de que os acidos humicos do composto
foram os responsaveis pelo efeito. Contudo, mais ensaios seriam necessarios para poder tirar
conclusdes mais robustas. Pensa-se que estas substancias possam exercer influéncia na rizosfera
circundante a raiz, influenciando o crescimento da planta, no crescimento da raiz através de efeitos
do tipo hormonal, num maior /nfake de nutrientes e no seu metabolismo primario e secundario
através da entrada das substancias htimicas na planta (Nardi et a/, 2002; Loffredo ef a/, 2005;

Canellas et al,, 2015). E possivel ainda que os efeitos possam ser indiretos, através da modificaco
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das comunidades microbianas da rizosfera, alterando assim as interacdes entre planta e os
microrganismos do solo. Para testar esta ideia, foram estudar-se os efeitos de substancias humicas

isoladas dos compostos em diferentes espécies de microrganismos fitopatogénicos

3.2.2 - Efeito em espécies microbianas
Também nesta vertente existe um grande potencial na utilizacdo de extratos humicos dos
compostos e de macerados aquosos feitos diretamente a partir destes. Assim, como referido
anteriormente, a utilizacao de pesticidas sintéticos pode ser bastante prejudicial (tanto para o ser
humano como para a biodiversidade dos agrossistemas), por isso, seria de todo o interesse

averiguar quais as capacidades anti e pré microbianas inerentes a estes compostos e extratos.

3.2.2.1 - Efeito de extratos humicos no crescimento de

bactérias
Bactérias dos géneros Salmonellae Xanthomonas apresentam um grande risco para nds, podendo
afetar-nos direta ou indiretamente através das plantas; e afetar também a produtividade agricola.
Para avaliar a capacidade antibacteriana de extratos humicos dos compostos organicos aqui em
estudo, Salmonella typhimurium e Xanthomonas arboricolaforam cultivadas em meios com acidos
humicos ou substancias humicas (mistura de acidos himicos e fulvicos na mesma quantidade)
em diferentes concentracdes (250, 500, 750 ou 1000 ul/mL), sendo depois avaliadas diferencas
de crescimento entre condicdes e com o controlo.
De acordo com a Figura 24, vemos que de um modo geral, a grande maioria das condicdes induziu
uma inibicdo do crescimento destes microrganismos. No caso de Salmonella typhimurium, o
composto Residuos urbanos mostrou conter acidos humicos (AH), que nas concentracdes de 750
e 1000 pg/mL, apresentaram capacidades antibacterianas significativas, inibindo o crescimento
de coldnias comparativamente com o controlo até 60% (Figura 24.A). Este efeito inibitorio também
se observou com substancias humicas (SH) deste composto na maior concentracéo testada e de
CA a 250 pg/mL (Figura 24.B).
Ja em Xanthomonas arboricola, para ambas as estirpes estudadas, a utilizacdo de AH isolados,
demonstrou nado reduzir significativamente o nimero de colénias em comparagdo com um controlo
(Figura 24.C e 24.E). Embora as percentagens sejam bastante elevadas (Figura 24.E), o baixo
numero de colonias presente nestas condicdes, ndo permitiu que houvessem diferencas

significativas em comparacao com o controlo.
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Contudo, enquanto com a estirpe 426, apenas as SH de G a 750 pg/mL provocaram uma
diminuicdo no numero de colénias (Figura 24.D), com a 1521, todas as concentracdes deste
composto G exerceram um efeito inibitorio (Figura 24.F). Em adicdo ao composto Guano, também
as concentracées de Composto de algas (excecdo de 500 ug/mL), e Residuos urbanos (1000

ug/mL) provaram ser eficientes na reducao do numero de colonias deste microrganismo (Figura

24.F).
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Figura 24. Percentagens de variacdo de crescimento (inibicdo ou promocédo do crescimento (Equacdo 11)) de
Salmonella typhimurium (S.t) e estirpes 426 e 1521 de Xanthomonas arboricola (X.a 426 e X.a 1521) em meios de
LB com acidos huimicos (AH) e substancias humicas (SH) a diferentes concentracdes (250, 500, 750 ou 1000 pg/mL)
provenientes de diversos compostos organicos (Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de
algas, CA). Encontram-se representados valores médios (n=3) + desvio padrdo. Significancia estatistica presente, sob
a forma de *(P< 0,05) ou n.s (n&o significativo), é feita com a comparacédo do numero de coldnias entre essa condicao
e o controlo solvente.

Também na literatura se encontra descrito um efeito diferente de extratos humicos de acordo com

a sua origem (Feificova ef a/, 2005). O efeito dos extratos depende também de bactéria para
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bactéria, como no caso da Salmonella typhimurium e da Xanthomonas arboricola (estirpe 426),
em que nas primeiras existe um efeito antagonista das SH dos composto N e VC, mas sinérgico
no caso do CA (Figura 24.A e 24.B), enquanto na 426 o efeito é sinérgico para todos os compostos
(Figura 24.D).

Uma limitacdo neste estudo é o pouco crescimento de colodnias verificado no ensaio de AH da
estirpe de X arboricola 1521 (Figura 24.E). As percentagens de inibicao atingiram os 100% em
diversos casos visto que no caso do controlo, a quantidade de coldnias foi em média 5. Logo, a
presenca de valores inferiores a esses teriam um impacto percentual muito elevado, algo que se
veio a verificar. Algo também evidenciado no caso de X. arboricola 426, visto que 0 nimero de
coldnias ndo foi muito elevado, mesmo havendo elevadas percentagens de inibicdo, o numero de
colénias nao variou significativamente das do controlo (Figura 24.C).

Com este conhecimento é possivel planear e desenvolver estratégias mais eficazes de combate a
perdas de produtividade devido a fitopatogenes. De acordo com os resultados, a escolha de uma
solucéo nao sé é importante para promover a maior taxa de inibicdo possivel, mas também para
impedir que haja ainda mais crescimento do agente patogénico, permitindo-nos assim, com
conhecimento de qual o ponto de ataque do agente em questao, selecionar qual o método de
prevencao (spray de extrato, rega com macerado, aplicacdo de composto no solo, etc.), e
determinar qual a melhor concentracao e extrato/composto a aplicar. Embora a capacidade de
inibir o crescimento nao atinja os 100% em muitos dos casos, a inibicdo do crescimento presente
pode determinar uma vantagem para organismos mutualistas proliferarem e/ou para as defesas
da planta juntamente com fatores fisico-quimicos darem resposta a este ataque.

No caso da Salmonella typhimurium, visto que inicialmente a invasdo das plantas se da pela
adesao a superficies, € importante que os extratos se encontrem em contacto também com esses
tecidos. Esta bactéria pode-se encontrar aderida as folhas ou presente na rizosfera, e
posteriormente mover-se para dentro dos tecidos e frutos (Golberg ef a/., 2011; Wiedemann et al.,
2015). Embora a inibicdo presente nestes ensaios ndo seja total, esta pode ser suficiente para
ajudar a inibir totalmente a proliferacdo da bactéria. Quando estes microrganismos se encontram
nas folhas, por exemplo, tém de lidar com variacdes na temperatura, disponibilidade de agua e
nutrientes e radiacao, fatores que juntamente com a presenca dos extratos humicos certos podem
ser cruciais a impedir a colonizacao nas plantas (Wiedemann ef a/,, 2015). Neste caso a aplicacao

foliar de acidos humicos extraidos de Residuos urbanos a elevadas concentracdes parecem ser a
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melhor opcao, através de sprays ou inclusao no sistema de rega, para prevencao na parte aérea
da planta. Enquanto na terra, a presenca deste composto N, ou CA, seria a estratégia mais
apropriada, dado que num composto é mais provavel haver efeito sinérgico entre AH e AF (ou seja,
SH) (Figura 24.A e 24.B).

As evidéncias do crescimento da Xanthomonas arboricola, ddo-se pelo aparecimento de manchas
nas folhas e frutos e cancros nos ramos e troncos e a prevencao baseia-se no uso de bacteriéfagos
e pesticidas que, embora eficazes, nao conseguem penetrar no interior dos tecidos (Lamichhane,
2014). Para este caso, assim como no anterior, a utilizacdo de extratos humicos na aplicacao
foliar seria de interesse. Nao so estes séo capazes de entrar na planta, como o uso de substancias
humicas de CA ou G poderia revelar-se eficiente (Figura 24.D e 24.F). Também neste caso, o uso
destes extratos, embora ndo apresente uma solucdo final, poderia fornecer uma vantagem que
com a combinacao de outros fatores (microrganismos mutualistas, defesas da planta e condicdes

fisico-quimicas) poderia determinar o sucesso desta intervencao.

3.2.2.2 - Efeito de extratos humicos e macerados de compostos
no crescimento de Fungos e Oomicotas
Também nesta classe de microrganismos o efeito de extratos humicos e macerados de compostos
foi avaliado. Assim como descrito anteriormente, Diplodia corticola, Penicillium citrinum e
Phytophthora cinnamomi foram cultivados em meios onde extratos humicos e macerados de
compostos foram incorporados, sendo depois avaliados quanto & capacidade de

inibicdo/promocao do crescimento e a morfologia do micélio.

3.2.2.2.1 - Efeito de extratos humicos em Phytophthora

cinnamomi
Numa primeira instancia foi avaliado o efeito de diferentes combinacdes de extratos humicos no
crescimento de Phytophthora cinnamomi. De uma forma geral, para os diferentes compostos, os
acidos fulvicos mostraram um crescimento do micélio inferior ao longo do ensaio
comparativamente com o controlo e aos acidos humicos nas mesmas concentracdes (Apéndice
3.1). Esta inibicdo também se prolongou durante mais tempo, dado que, ao final de 6 dias, quando
o controlo atingiu o limite da placa, existem condicoes de AF que ainda se encontravam em

crescimento.
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Com os dados inerentes ao crescimento do micélio (Apéndice 3.1), foi possivel determinar a
percentagem de inibicdo de cada condicdo quando comparada com o controlo (Figura 25).

Na Figura 25, este efeito na diferenca de crescimento entre acidos humicos e fulvicos tornou-se
ainda mais evidente. Todas as condi¢cdes com acidos fulvicos (N e G a 500 e 1000 pg/mL, e VC
e CA a 250, 500, 750 e 1000 pg/mL) apresentaram, ao terceiro dia, inibicdo do crescimento do
micélio (Figura 25.B); ao contrario dos acidos humicos, em que as condicdes G a 1000 ug/mL e
CA a 250, 750 e 1000 ug/mL nao apresentaram inibicao de crescimento (Figura 25.A), efeito
este também presente no sexto dia (Figura 25.C e 25.D). De entre os diferentes compostos, o VC
a 1000 pg/mL apresenta os AF com as maiores percentagens de inibicdo, e com maior diferenca
para com a maioria das condicdes, ao longo do ensaio (Figura 25.B e 25.D). Enquanto que os
acidos humicos de N se salientaram das restantes condicdes, no que diz respeito a este extrato
humico, no terceiro dia (Figura 25.A), vindo este efeito a desaparecer no sexto dia (Figura 25.C).
Verificou-se também uma diferenca significativa entre concentracdes do mesmo extrato e
composto, caso dos AF do VC tanto no dia 3 como no 6, entre a concentracao de 250 e 1000

pg/mL (Figura 25.B e 25.D).
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Figura 25. Percentagens de inibicdo, no crescimento de micélio de Phytophthora cinnamomi, de extratos humicos
(Acidos humicos (AH) e acidos fulvicos (AF)) provenientes de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G;
Vermicomposto, VC; e Composto de algas, CA) por ordem crescente, no dia 3 (A e B) e 6 (C e D) do ensaio. Apenas
as condicdes que apresentem percentagens de inibicao positiva estdo presentes. Encontram-se representados valores
médios (n=3) + desvio padrdo. Valores médios com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p< 0,05), ou
auséncia de diferenca representada por ns (nao significativo).
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No caso do uso de mistura de &cidos humicos e fulvicos (SH), verificou-se um atraso no
crescimento nos tratamentos relativamente ao controlo, com excecdo do composto de algas
(Apéndice 3.2). Este atraso no crescimento revelou-se também na percentagem de inibicao (Figura
26). Neste caso, o efeito da concentracdo na percentagem de inibicdo ja ndo é tao notorio, dado
que ndo existem diferencas significativas entre as concentracdes 750 e 1000 pg/mL para os
diversos compostos. O composto CA, em ambas as concentracdes, mostrou-se significativamente
menos inibitério que o composto G a 1000 ug/mL, no terceiro dia. Contudo, existe auséncia de
qualquer efeito do composto de algas do quarto ao sexto dia de incubacao. De uma forma geral,
€ assim como se verificou para os extratos humicos isolados, as percentagens de inibicdo vieram

a diminuir ao longo do tempo (Figura 25 e 26).
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Figura 26. Percentagens de inibicdo, no crescimento de micélio de Phytophthora cinnamomi, de substancias humicas
(SH) provenientes de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de
algas, CA), do dia 3 ao 6 do ensaio. Apenas as condicdes que apresentem percentagens de inibicdo positiva estdo
presentes. Encontram-se representados valores médios (n=3) + desvio padrdo. Valores médios com letras diferentes
sao estatisticamente diferentes (p< 0,05), ou auséncia de diferenca representada por ns (nao significativo).

Nao so no crescimento radial do micélio, mas também na biomassa do micélio, o efeito destas
substancias é notavel. Na Figura 27 pretende-se mostrar uma visao frontal do micélio do fungo
cultivado em meio com SH dos diversos compostos. Embora nao tenha sido quantificada a
biomassa, sao percetiveis as diferencas entre micélios crescidos na presenca dos extratos e no
controlo relativamente a densidade do micélio, parecendo haver uma proporcionalidade inversa
entre 0 aumento de concentracao e a densidade do micélio. De entre os compostos em estudo, o
VC aparenta exercer o maior efeito, ao contrario de CA, que parece produzir uma biomassa mais
semelhante a do controlo. Este ensaio indica que, mesmo havendo uma ocupacéo da superficie

do meio igual entre tratamentos e controlo, os fungos que crescem com SH atingem tal ponto com
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uma menor biomassa. Seria de interesse, para perspetiva futura, quantificar esta diferenca de

densidade nos micélios e fazer uma analise morfolégica do fungo.
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Figura 27. Visdo da superficie frontal de placas de Petri com culturas de Phyfophthora cinnamomi, em meio PGA
(contolo) ou em meio PGA suplementado com substancias humicas (SH) de composto Residuos urbanos (N), Guano
(G), Vermicomposto (VC) e Composto de algas (CA) nas concentracdes de 750 e 1000 pg/mL; ao sexto dia de
inoculacéo. As placas foram inoculadas com um disco de micélio de uma placa de PGA e foram incubadas 6 dias a
25 °C na auséncia de luz.

De forma a estudar se o efeito inibitorio no crescimento do fungo em meio com extrato, se manteria
em geracdes futuras, procedeu-se a repicagem de micélios que cresceram sob efeito de SH (a
concentracdes de 750 e 1000 pg/mL) para placas com meio PGA. De facto, o crescimento destes
fungos nado se mostrou diferente das placas controlo ao longo do tempo e entre concentracdes
(Figura 28), sugerindo que o uso deste tipo de extratos ndo é genotoxico e qualquer efeito inibitdrio

exercido afeta unicamente o fungo em contacto com a mesma.
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Figura 28. Analise do crescimento do micélio de Phytophthora cinnamomicultivado em meio PGA, apos ser transferido
de placas com meio PGA e subtancias humicas (SH) de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G;
Vermicomposto, VC; e Composto de algas, CA) e concentracdes (750 e 1000 ug/mL) do terceiro ao quinto dia.
Encontram-se representados valores médios (n=3) + desvio padrdo. Valores médios com letras diferentes sao
estatisticamente diferentes (p< 0,05), ou auséncia de diferenca representada por ns (néo significativo).

Em suma, este ensaio mostra que existe uma eficiéncia geral dos extratos, independentemente da
fonte, na inibicdo deste agente patogénico. Existem, contudo, diferencas inerentes ao tipo de
extrato humico, a sua origem e a sua concentracdo. Os acidos humicos mostram-se menos
eficazes que os acidos fulvicos e a mistura destes; as concentracdes mais elevadas (neste caso,
1000 ug/mL) mostraram maior efeito em comparacao com as mais baixas (250 pg/mL); e existe
uma perda geral de eficacia ao longo do tempo. As substancias humicas apresentam um efeito
superior em estagios mais precoces, ao contrario dos fulvicos que sdo mais constantes ao longo
do ensaio. Este efeito sinérgico aparenta variar consoante a origem dos extratos; mostrando-se
positivo no caso do Guano, ao contrario do Vermicomposto, que consegue obter melhores
resultados com apenas acidos fulvicos isolados. Também se verificou, além da influéncia no
crescimento do micélio, uma diminuicdo na densidade do micélio por parte das substancias
humicas comum aos compostos N, G e VC. Além disto, também existe uma auséncia de efeito
genotoxico, em fungos que cresceram sob influéncia de substancias humicas. De entre os
compostos, o Residuos urbanos e o Vermicomposto apresentam as maiores percentagens de
inibicdo e, em casos de atividade antifungica, salientam-se como os principais candidatos a ter em

consideracao.
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3.2.2.2.2 - Efeito de macerados de compostos em

Phytophthora cinnamomi, Diplodia corticola e

Penicillium citrinum
Numa situacao real de aplicacao de composto no solo, € a agua (proveniente da chuva ou da rega)
que podera dissolver e arrastar substancias presentes no composto, nomeadamente substancias
humicas. Substancias estas que poderdo exercer efeitos nas plantas e no solo, como o controlo
de microrganismos. Com o intuito de avaliar o efeito destes lixiviados no crescimento de
microrganismos foi utilizado um macerado dos compostos previamente utilizados (N, G, VC e G),
na preparacao dos meios onde foram cultivados diferentes fungos. Estes compostos foram
deixados em agitacdo com agua, sendo depois filtrados e centrifugados, de forma a preparar-se
concentracdes de 25 e 50 g de fertilizante por litro de agua. Com a incorporacao destes macerados
em meio PGA, foi entdo avaliado o crescimento do micélio (Figura 29 e Tabela 12) e a densidade
do mesmo (Figura 30 e 31) para Phytophthora cinnamomi, Diplodia corticola e Penicillium
citrinum.
De uma forma geral, verificou-se que estes macerados demonstraram atividades anti e pro-
fungicas (Figura 29). Relativamente a Phytophihora cinnamomi (Figura 29.A), observou-se um
efeito inibitdrio com todos os compostos. O macerado feito com Guano na concentracao mais
elevada demonstrou exercer a maior percentagem de inibicdo, chegando a atingir uma inibicao de
54% ao terceiro dia, vindo depois este efeito a atenuar-se ao longo do ensaio (Figura 29.A e Tabela
12). Quanto a Diplodia corticola (Figura 29.B), verificou-se também um efeito muito reduzido por
parte do Composto de algas e do Residuos urbanos, e uma maior taxa de inibicdo apresentada
pelo Guano, embora neste caso a diferenca entre concentracdes ndo seja tdo notdria. Contudo, o
Vermicomposto salienta-se neste fungo pela negativa, visto que aparenta promover o crescimento
deste fungo patogénico no inicio do ensaio. Todos os compostos acabam eventualmente por
diminuir o seu efeito para praticamente zero ao longo do ensaio. No caso do Penicillium citrinum
(Figura 29.C), todos os compostos aparentam exercer um efeito positivo no crescimento deste
fungo mutualista. O Guano, em ambas as concentracoes testadas, assim como o Vermicomposto
na concentracdo mais elevada, apresentou-se de forma consistente ao longo do ensaio como o

maior promotor do crescimento deste fungo (Figura 29.C e Tabela 12).

58
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Figura 29. Percentagens na variacdo do crescimento (inibicdo ou promocdo do crescimento) de Phyfophtora
cinnamomi (A), Diplodia corticola (B) e Penicillium citrinum (C) sob efeito de macerados de diferentes compostos
(Residuos urbanos, N; Guano, G; Vermicomposto, VC; e Composto de algas, CA) incorporados a concentracdes de 25
e 50 g de composto por Litro de agua em meio PGA.

De facto, o0 uso destes macerados mostrou ser uma mais valia no combate a agentes patogénicos
e na promocao de crescimento de fungos mutualistas. Entre todas as condicdes, o0 macerado de
Guano, numa concentracdo de 50 g/L, revelou-se como o mais eficiente no controlo destes
microrganismos, chegando a apresentar a maior promocao, de forma consistente, de crescimento
de P. citrinum na totalidade do ensaio; e mostrando-se como o maior inibidor do crescimento de

P. cinnamomi'e D. corticola (Tabela 12).
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Tabela 12. Média de percentagem de variagédo (inibicdo ou promogéo), por ordem decrescente, no crescimento de
Phytophthora cinnamomi, Diplodia corticola e Penicillium citrinum sob efeito de meios com macerados de compostos
na totalidade do ensaio. Os macerados sédo provenientes de diferentes compostos (Residuos urbanos, N; Guano, G;
Vermicomposto, VC; e Composto de algas, CA) e foram incorporados em meio PGA a concentracdes de 25 e 50 g de
composto por Litro de agua. Cada valor é representado sob a forma de média (n=10) + desvio padrao. Diferenca
estatistica, entre concentracdes do mesmo composto, representada pela diferenca de letras

Ensaio . Ranking

Macerados Organismos 1° 2° 3° 4°
G50 N 50 CA 25 CA 50
P. cinnamomi 30,8 a 8,1b 6,6 b 40b
Percentagem de (19,30) (£3,25) (+4,57) (+4,35)
inibicao (%) G50 G 25 CA 25 N 50
D. corticola 178 a 10,5b 3,2¢c 18¢c
(x11,51) (£7,20) (£2,28) (¢3,70)
Percentagem de G50 G 25 VC 50 CA 50
promocao  de | P citrinum 23,2 a 21,7ab 17,6 ab 10,6 b
crescimento (%) (5,89) (6,68) (£16,64) (£13.75)

Na inibicao de crescimento da Phytophthora cinnamomi, comparativamente com o uso de
extratos, também com o macerado, o composto Guano se mostrou superior aos restantes numa
fase inicial, vindo depois a sua eficacia a diminuir ao longo do tempo (Figura 26 e 29.A). Esta
consisténcia pode levar a presumir que o efeito destes macerados se possa dever a presenca
destas substancias humicas. No que se refere a densidade do micélio destes organismos, em
comparacao com o uso de extratos humicos, o efeito dos macerados nao ¢ tao evidente no caso
da Phytophthora cinnamomi (Figura 30). O macerado do Guano a 50 g/L aparenta ser o que mais
diminui a densidade do micélio, enquanto as restantes condicdes nao apresentam diferencas

substanciais quando comparadas com o controlo.

CONTROLO

1/8s2

1/80S

Figura 30. Visdo da superficie frontal de placas de Petri com culturas de Phyfophthora cinnamomi; em meio PGA
(contolo) ou em meio PGA suplementado com macerados de diversos compostos (Residuos urbanos (N), Guano (G),
Vermicomposto (VC) e Composto de algas (CA)) nas concentracdes de 25 e 50 g/L; ao sexto dia de inoculacdo. As
placas foram inoculadas com um disco de micélio de uma placa de PGA e foram incubadas 6 dias a 25 °C na auséncia
de luz.

60



No caso de Penicillium citrinum, no dia 7 (Figura 31.A) e no dia 14 (Figura 31.B), séo visiveis as
diferencas de tamanho de micélio (maior crescimento) entre algumas condicdes e o controlo. Em
adicao a isto também se nota a presumivel exudacao de extrélitos nos micélios crescidos em
algumas condicdes. O caso mais evidente é o das placas com composto G, especialmente a 50
g/L, onde na superficie do micélio se encontram uns pontos amarelos, que, em principio,

correspondem a producao de extrélitos (Houbraken ef a/, 2010).
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Figura 31. Visao da superficie frontal de placas de Petri com culturas de Penicillium citrinum em meio PGA (contolo)
ou em meio PGA suplementado com macerados de diversos compostos (Residuos urbanos (N), Guano (G),
Vermicomposto (VC) e Composto de algas (CA)) nas concentracdes de 25 e 50 g/L; ao sétimo (A) e ao décimo quarto
(B) dia de inoculacao. As placas foram inoculadas com um disco de micélio de uma placa de PGA e foram incubadas
14 dias a 25 °C na auséncia de luz.

Na literatura séo também reportados casos de inibicao de crescimento de agentes patogénicos
filamentosos através do uso de extratos humicos, com origem em fertilizantes organicos. Nos
estudos de Moliszewska e Pisarek (1996) e Wu e colaboradores (2016), e assim como foi aqui
observado, acidos humicos e fulvicos e a sua mistura exercem, de uma forma geral, um efeito
espécies de organismos, entre tipos e origem do extrato e com o tempo. Além disso, também a
eficacia dos macerados se encontra de acordo com a literatura (EI-Masry et al., 2002), promovendo
€m ensaios /17 vitro e no campo, a inibicdo do crescimento de diversos fungos patogénicos a nivel

da biomassa e crescimento do micélio e no desenvolvimento de hifas (El-Masry et a/, 2002).
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Segundo Wu e colaboradores (2016), as inerentes diferencas estruturais destes extratos é a base
destes diferentes efeitos inibitorios. Além disto, a alteracdo na estrutura quimica de cada um
destes extratos ao longo do tempo € o que também promove o decréscimo da capacidade inibitoria
ao longo do tempo (Wu ef a/, 2016). Em adicdo a esta ideia, também diversos fungos ja
demonstraram capacidade de degradar substancias humicas, podendo aqui também haver esse

tipo de efeito (Grinhut ef a/, 2007).

Em comparacao, os fertilizantes de origem animal e vegetal apresentaram efeitos semelhantes no
crescimento de organismos filamentosos. Embora o Guano nado sofra um processo de
compostagem e ndo exista um processo de humificacdo completo, também este tipo de
reutilizacdo apresenta valor na formacdo de um pesticida organico, principalmente quando
utilizado em macerado (Kerkeni et a/,, 2007; Alrefai et al., 2015). Na pratica, a aplicabilidade de
produtos originarios de compostos organicos (macerados ou extratos humicos) em plantas no
combate a doencas provocadas por agentes filamentosos é algo possivel e eficiente (El-Masry ef
al., 2002; Marin et al., 2013; Wu et al,, 2016). Nao so6 a presenca destes compostos no solo, ricos
nestes extratos himicos, pode promover a inibicdo de fungos patogénicos (Wu et a/, 2016), mas
também a aplicacao foliar de spray com extratos himicos ja se mostrou eficiente no combate a
agentes do género Phyfophthora, e na promocao do crescimento de plantas (Brownel et a/., 1987;

El-Mohamedy e Abd-EHatif, 2015).

Tendo estes resultados em consideracdo, ja podemos supor métodos hipoteticamente mais
eficientes no controlo destes organismos. Relativamente a Djplodia corticola, a aplicacdo de um
macerado liquido a base de Guano nas zonas afetadas (ramos, folhas) poderd ser a melhor
estratégia visto que estes afetam principalmente zonas aéreas, levando assim a substituicdo dos
fungicidas comummente usados (Martin e Munck, 2017). Enquanto que em Phytophthora
cinnamomi, a presenca de composto Guano no solo ou de um vermicomposto, especialmente rico
em 4acidos fulvicos, certamente seria uma vantagem na defesa ao principal ponto de ataque, que
¢ a raiz (Jung et al, 2013). No que se refere a Penicillium citrinum, a producao de extrolitos e a
morfologia irregular do micélio encontra-se de acordo com a literatura; e embora nao haja uma
caracterizacdo dos extrolitos aqui produzidos (possivel objetivo de perspetivas futuras), o mais
provavel é que correspondam a citrinina (Houbraken et a/, 2010). A producéo deste tipo de

metabolitos varia entre espécies de Penicillium, mas, visto que se utilizou o mesmo fungo nas
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diferentes condicdes, pode inferir-se que as diferencas na producao destes extrolitos se deveram
a qualidade do macerado (Houbraken et a/, 2010). Este fungo, encontra-se maioritariamente
presente no solo, pelo que neste caso este podera beneficiar da presenca do composto G. Além
disto, a aplicacao deste tipo de composto em solos aridos podera ser uma mais valia, visto ajudar
no crescimento deste fungo que por sua vez influéncia positivamente o crescimento da planta
(Khan et al,, 2008). Algo a ter em conta em locais onde 0 solo nao é necessariamente fértil e existe

maior producao animal que de excedentes vegetais.

3.3 — Inquérito online sobre compostagem: percecoes e

motivacao da populacao portuguesa
Todos os resultados aqui presentes apontam para que o uso de compostos organicos seja uma
mais valia em termos economicos e de sustentabilidade alimentar e ambiental, aumentando a
produtividade agricola e ajudando no combate a doencas, mas também reaproveitando os
excedentes organicos, que comummente acabam em aterro, podendo ainda causar outros
impactos ambientais e sociais, como € o caso das queimadas. Contudo, qual seria a possibilidade
de disseminar esta pratica pela populacdo portuguesa, e qual seria a aceitacao do consumidor a

produtos com este tipo de origem?

Num inquérito (Apéndice 1) respondido por 318 pessoas com idades compreendidas entre os 18
e 0s 58 anos, naturais de diversos pontos do pais e com habilitacdes académicas entre o ensino
secundario e o doutoramento, foi possivel aferir alguns factos e opinides acerca deste tema. Com
o intuito de estimar para a populacao total portuguesa (assumindo uma populacao de 10 milhdes
de pessoas), com um total de 318 respostas e com um grau de confianca de 95%, a margem de
erro é de 5,5% (Raosoft, 2019).

Analisando os resultados, temos a ideia de que uma grande parte da populacao esta ciente do
conceito de compostagem (89%) e, destes, a maioria conhece alguém que ja a faz (58,3%), estando
também conscientes dos beneficios que a sua pratica traz. Os principais motivos para que 89 das
318 pessoas pratiquem a compostagem sao a gestao dos desperdicios com intuito de formar um
fertilizante e a consciéncia dos problemas ambientais que acarreta a nao valorizacdo destes

desperdicios organicos. Contudo, o destino da grande maioria dos residuos organicos produzidos
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em casa (restos de fruta e comida, excedentes de jardinagem, etc...) dos inquiridos, continua a
ser o lixo comum (71,4%), seguido pelo uso em compostagem doméstica (28 %) e pela alimentacéo
de animais (26,4%). Dos inquiridos, 5,3% faz entrega de residuos organicos/verdes para

compostagem industrial.

No que diz respeito a habitos de consumo, ao comparar duas frutas ou legumes no momento da
compra, os inquiridos mostram-se particularmente sensiveis ao fator preco, sendo este o fator
mais levado em conta (215), seguido do aspeto (206), da origem organica (153), dos beneficios
para a saude (141) e do aroma (82). Embora o preco seja o fator mais importante no dia a dia,
este perde importancia em detrimento duma origem ambientalmente sustentavel do produto, ja
que 58,2% dos inquiridos prefere pagar mais se isso significar que o que compram tem uma
producéo mais amiga do ambiente. Pelo contrario, 57,5% da amostra prefere escolher um produto
mais barato, se a o facto da sua origem ser organica tiver influéncia no aumento do preco,
preferindo assim pagar menos por um produto de producéo convencional.
Em suma, este inquérito permitiu concluir que:

e O conceito de compostagem e os seus beneficios sdo amplamente conhecidos;

e A compostagem esta presente num nimero significativo das casas portuguesas;

e A populacdo que foi objeto de estudo é ambientalmente consciente, a maior parte

preferindo pagar mais (fator este mais levado em conta no momento da compra) por um

produto cuja origem seja mais amiga do ambiente.

Os resultados deste inquérito vao de encontro com os dados da Agéncia Portuguesa do Ambiente
(2018) relativos ao aproveitamento de residuos pelas entidades responsaveis pela gestdo dos
residuos urbanos. Segundo eles, em 2015, das 5000 toneladas de residuos urbanos, apenas 10%
foram direcionados para a compostagem, sendo a grande maioria depositada em aterros (57%).
Contudo, a quantidade de instalacdes com a capacidade de realizar o aproveitamento de residuos
biolégicos esta a aumentar, e a deposicao em aterros a diminuir. Estes factos demonstram que,
nao so socialmente, mas também politicamente ja se encontram passos a ser dados no sentido

de aumentar praticas mais sustentaveis relacionadas com a gestao de residuos biologicos.

Com este inquérito foi gerada informacdo que mostra que a disseminacdo da pratica da
compostagem nao seria complicada, visto as pessoas ja reconhecerem os seus beneficios, a sua

pratica ja seja relativamente comum. Assim, pensamos que, uma sensibilizacdo para a
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compostagem seria Util e eficaz, visto ser um conceito muito bem aceite pelos consumidores que
se encontram motivados por uma pratica alimentar cada vez mais saudavel e ambientalmente
consciente. Esta informacao também seria de interesse para os produtores, que teriam menos
desperdicio para dispor, uma melhor produtividade agricola € um produto com maior interesse

comercial.
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4 — Conclusoes e perspetivas futuras

A producao agricola a nivel mundial tem-se debatido com diferentes problemas e uma melhor
adaptacao das plantacdes a solos pouco férteis e o combate a agentes patogénicos deveria ser
uma estratégia a aprofundar. Neste sentido, e assim como foi objetivo deste trabalho, destaca-se

a valorizacao da reutilizacao de excedentes organicos e da pratica da compostagem.

Ao longo deste trabalho demonstrou-se o beneficio inerente aos compostos organicos na producao
de culturas vegetais mais produtivas e do valor das substancias humicas neles presentes no
desenvolvimento das plantas, no combate a agentes patogénicos e na estimulacdo de crescimento

de microrganismos mutualistas.

Em ensaios de campo verificou-se a importancia na selecao do composto e da dose aplicada. Ao
nivel de produtividade do morango, um composto de base vegetal como o Residuos urbanos,
apresentou resultados superiores comparativamente a um de origem animal (como o Guano),
aumentando o numero de morangos produzidos e o tempo de prateleira. No caso da alface,
composto de algas destacou-se dos restantes ao produzir alfaces maiores, com mais e maiores
folhas, com maior contetido em pigmentos fotossintéticos e com raizes mais longas e robustas.
De uma forma geral verificou-se que a presenca de um fertilizante organico é mais vantajosa que

a auséncia deste.

Ja em ensaios /n wvitro, salientou-se o efeito que a origem do composto tem na qualidade dos
extratos e nos seus efeitos. Quando avaliado o seu efeito direto em espécies vegetais (alface), os
extratos humicos do composto de algas tiveram uma influéncia muito positiva na producao de
plantulas com maior desenvolvimento caulinar e radicular, e altas percentagens de germinacao,
algo paralelo ao observado no ensaio de campo. Salienta-se também, a interacdo por vezes
negativa (antagonismo) da adicao de acidos fulvicos (AF) com acidos humicos (AH); e da promocao
de maior crescimento demonstrada pelos AH, assim como da sua similaridade de acdo com a
auxina no desenvolvimento radicular. Também se demonstrou a capacidade antimicrobiana contra
agentes patogénicos como Sa/monella typhimurium, Xanthomonas arboricola, Diplodia corticola e
Phytophthora cinnamomi, e ao mesmo tempo promotora de crescimento de microrganismos

mutualistas como Penicillium citrinum quer de extratos humicos isolados, quer de macerados
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aquosos dos compostos. Mais ainda, estes apresentaram influéncia no crescimento e na

densidade do micélio, mas nao apresentaram efeitos genotoxicos.

Este tipo de produtos ndo so6 ja tem uma aplicabilidade comprovada em todos os critérios aqui
analisados, como também ajudaria a produzir alimentos pelos quais o consumidor estaria disposto
a pagar. A disseminacado da pratica de compostagem entre a populacdo portuguesa nao seria
dificil, visto que uma boa parte desta ja a pratica, reconhece os seus beneficios e € ambientalmente
consciente, havendo um clima de motivacao para maior adesao a pratica. Deste modo, uma maior
pratica da compostagem seria de grande mais valia para a sociedade, ao levar a uma diminuicao
da deposicao em aterros e diminuicédo do risco de incéndios em Portugal, contribuindo ao mesmo
tempo positivamente para os agricultores que a pratiquem, com poucos custos associados. Prova-
se assim, ser uma fonte de investimento viavel a nivel ambiental, social e econémico.

Como perspetivas futuras, salientam-se diversas analises de interesse que ajudariam a
compreender melhor os resultados aqui presentes, e a desvendar outros efeitos do uso destes
compostos, macerados e extratos. No que toca ao ensaio de campo, a caracterizacdes do solo
onde houve efeito dos compostos organicos usados, relativamente a mudancas fisico-quimicas e
biologicas (microbiota) do mesmo, poderia ajudar a compreender melhor o efeito que estes
compostos exercem nas alfaces e nos morangueiros. Em adicdo a isto, uma analise do efeito dos
4 compostos, nos parametros ja vistos, e nos niveis de aclicar em morangos (tanto analiticamente
como através testes de sabor com provas cegas), também seriam relevantes em avaliar fatores
comerciais importantes para este fruto. Quanto aos ensaios in vitro, também seria de interesse
avaliar possiveis efeitos dos macerados em culturas vegetais in vitro e em bactérias; quantificar a
diminuicdo na densidade do micélio dos organismos filamentosos; e identificar os extrolitos
produzidos por Penicillium citrinum. Além disto, de forma a averiguar a veracidade das estratégias
aqui expostas para o combate aos agentes patogénicos descritos, poderiam estas ser testadas em

situacdes de campo/ /in vitro.

Este estudo foi importante porque, ao salientar os beneficios da utilizacao de fertilizantes organicos
e de fracOes de substancias que os compdem (extratos hiimicas e macerados), procedendo a uma
extensa avaliacdo do seu efeito em diferentes espécies de plantas e de microrganismos, ajudou a

perceber que estes compostos e fracdes ativas constituem uma mais valia para a concecao e
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implementacao de estratégias eficazes para 0 aumento de produtividade vegetal, da qualidade
alimentar e no combate a pragas e doencas e de um modo ambientalmente seguro.

Torna-se assim imperativo melhorar as atuais praticas agricolas e a forma como encaramos o
desperdicio. E imperativo focar a nossa atencao na reutilizaco. E se assim for, no final do ttnel,

a luz de um futuro mais ecolégico, pode vir de uma pilha de compostagem.
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6 — Apéndice

6.1 - Apéndice 1 - Planificacao do questionario

Sustentabilidade Agricola

0l3! 0 meu nome € Celso Santos e estou de momento a realizar a tese de mestrado em Biologia
Melecular, Biotecneologia e Bioempreendedorismo em Plantas, com o tema " Avaliacdo do efeito de
compostos e respetivos extratos enriquecidas em substancias himicas e fulvicas em ensaios 3
escala de campo e a escala laboratorial in vitra”™.

Com este questiondrio pretendo averiguar se a compostagem é conhecida do publico e a
frequéncia com que é praticada, assim como analisar alguns habitos de compras.

Agradeco desde j& a sua participacdo, esta garantide o anonimato de todas as respostas
N&o existem respostas certas ou erradas.

SEGUINTE - Paginaldes

Nunca envie palavras-passe atr: dos Google Forms.

Apéndice 1.1. Seccédo 1 do questionario.

Sustentabilidade Agricola

Génera

() Mas=ulirs

() Feminira

Maturalidade

Hehilitagbes académicas
() 12°Ana ou inferior

(7)) Curss Téenien/Eredissiona
(7)) Licenciztura

(7)) Pés-Graduscin

() Mesirags

(7)) Doweramenes

[

ANTERIOR EEQUINTE [ ] FigraZdas

FurzE e pelemEITEIIE E

Apéndice 1.2. Seccéo 2 do questionario.
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Sustentabilidade Agricola

*Qorigatcna

Esta familiarizade com o conceito de compostagem? =
O Sim
() Has

Qual o destine dos residuos orgénicos produzidos em sua casa
(restos de frutz & comida, excedentes de jardinagem, etc..)7*

D Compostagern domeéstica
[ =rtrega de residucs crginicos/vardes para compostagem ndusttial
D Lixoi comum

D Alimantagio de animais

D Qutra:
ANTERIOR ESEGUINTE L] Pignaices
4zrce wrvw pelorearpexae stmvia doa Soogle Fora

Apéndice 1.3. Seccédo 3 do questionario.

Sustentabilidade Agricola

“Otrigardio

Conhece alguém que faga compostagem 7+

() =m

O Has

Caso faga compastagem, qual 2 2us motivagéo?

Enumere zlguns beneficios insrentes & pratica dz

Compostagem.
A Sua resoosia

ANTEAIOR  EEEUINTE — Pagnas e s
irzzwmowre poersne e a dn1 Srsge Serma

Apéndice 1.4. Seccédo 4 do questionario.
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Sustentabilidade Agricola

=Dbrigataria

Quando compra frutas e lequmes, qual/quais destes fzctores
caonsidera mais impartantes?

O Prege

[ aspeme=

[0 &oma

[[] 2eneficics para saice

[0 crigemimeada de produgdc arganices

O outr=:

Imagine gue tem de escaolher entre dois moranges de
origens/meodaos de produgdo distintos. Um de origem orgénica,

mas mais caro, & outro de moda de produgdo convencional e
mais barato. Por qual dos dois optaria? *

() Maiszars

(0} Maisbarase

Azsumindo gue os ssus efeitos nz salde =30 idénticos, &
produgda do mais caro & ambientalmente mais sustentdvel. Por
qual dos dois optaria? *

() Maiszars

(0} Maisbarase

ANTERICR SEQUINTE L] FadgnaSda s

Fanze arvin pelemeapeaa o d23 Gesge Fama

Apéndice 1.5. Seccédo 5 do questionario.

Sustentabilidade Agricola

Obrigado pela sua participag3o!

Fieservamos este espago para poder deixar eventuais
observagbes, comentarics, ou opinides.

ANTERIOR ELEMETER N i 08 G

Apéndice 1.6. Seccdo 6 do questionario
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6.2 - Apéndice 2 - Avaliacao do efeito de diferentes

controlos no crescimento de sementes de alface no ensaio
in vitro

Il cControlo negativo

1207 Controlo solvente

RT N I |

Apéndice 2. Comparacao entre controlo negativo (apenas meio MS) e controlo solvente (meio MS + quantidade de
solvente (NaOH 0,1 M) utilizada para dissolver os extratos a maior concentracao) nos diferentes parametros avaliados
(Percentagem de germinacdo e de presenca de cotilédones no dia 2, 5 e 10; e no comprimento da raiz, folha primaria
e peciolo), em sementes de Alface cultivadas em meio MS no ensaio /7 vitro. Cada valor é representado sob a forma
de média + desvio padrao. As diferencas estatisticas sdo representadas pela diferenca de letras.
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6.3 - Apéndice 3 — Avaliacao do efeito de extratos humicos

em microrganismos

N AH N AF
90 90
@ -o- Controlo / -e- controlo
° e /% <= AH 250 ° ™ 7/* <= AF 500
K 60 / T ARS00 2 60 /: == AF 1000
EZ / == AH 750 £ ~ - -
£
45 /
e == AH 1000 g 4
A =&
€ 30 £ 30
5 <
e 15 e 15
o+ o+
[ 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (dias) Tempo (dias)
C G AH D G AF
90 90
-~ controlo -~ controlo
e 75 & -5~ AH 500 o 75 —% -E- AF 500
2 50 / == AH 1000 E 0 /i —— AF 1000
- d £ -
£ £ /
4 4
g £ 5 g £ 5 L
o o <
£ 30 13 30
< <
e 15 e 15
o+ T o+
] 1 2 3 a4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (dias) Tempo (dias)
E VC AH F VC AF
90 90
-~ Controlo _A - contolo
2 2 2
3 50 4,/ —— AH 500 B 50 / == AF 500
€ o / =% AH 750 Eg / ==~ AF 750
ge % =3 - AH 1000 2e - —— AF 1000
o o <
£ 30 £ 30
< <
e 15 e 15
o+ T T T T 1 o+ T T T T T 1
) 1 2 3 a4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (dias) Tempo (dias)
G CA AH H CA AF
90 . 90
4 - controlo 2 = contolo
© 75 /1 L an2s0 ° 75 /,/+ -=- AF 250
3 0 7 =~ AH 500 3 5o ? —— AF 500
e = ==~ AH 750 gz / ==~ AF 750
ge = == AH 1000 2e - —= AF 1000
: E s E z
£ 30 £ 30
< <
e 15 e 15
o+ o+
] 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (dias) Tempo (dias)

Apéndice 3.1. Crescimento do micélio de Phyfophthora cinnamomiem meios de PGA com acidos humicos (AH) ou
acidos fulvicos (AF), provenientes de diferentes compostos (Residuos urbanos (A e B), Guano (C e D), Vermicomposto
(E e F) e Composto de Algas (G e H)) a diferentes concentracdes (250, 500, 750 e 1000 ug/mL) em comparacao
com um controlo.
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Diametro micélio
(mm)
Diametro micélio
(mm)

0 1 2 3 4 5 6

Tempo (dias) -e—- Controlo Tempo (dias)
=== 750 pg/ml
c —— 1000 pg/ml D
vC CA

90

80
= 2 70
8 8 e
Eo ET 50
gE 2E w
E g 30
g 2 20

o 1 2 3 4 5 6 o 1 2 3 4 5 6
Tempo (dias) Tempo (dias)

Apéndice 3.2. Crescimento do micélio de Phytophthora cinnamomiem meios de PGA com substancias humicas (SH),
provenientes de diferentes compostos (Residuos urbanos (A), Guano (B), Vermicomposto (C) e Composto de Algas
(D)) a diferentes concentracdes (750 e 1000 ug/mL) em comparacdo com um controlo
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