LUISA ISABEL GUERREIRO DAVID COELHO

CONTROLO BIOLOGICO DE DOENCAS DO SOLO EM PLANTAS
CULTIVADAS, ATRAVES DA UTILIZACAO DE COMPOSTOS DE
RESIDUOS ORGANICOS ENRIQUECIDOS COM ANTAGONISTAS

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

2022






LUISA ISABEL GUERREIRO DAVID COELHO

CONTROLO BIOLOGICO DE DOENCAS DO SOLO EM PLANTAS
CULTIVADAS, ATRAVES DA UTILIZACAO DE COMPOSTOS DE
RESIDUOS ORGANICOS ENRIQUECIDOS COM ANTAGONISTAS

Tese para obtencdo do grau de doutor em

Ciéncias Agrérias e Ambientais

Trabalho efetuado sob orientacéo de:
Prof. Dr. Mério Manuel Ferreira dos Reis

Prof2 Dr2 Lidia P6 Cataldo Dionisio

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

2022






CONTROLO BIOLOGICO DE DOENCAS DO SOLO EM PLANTAS
CULTIVADAS, ATRAVES DA UTILIZACAO DE COMPOSTOS DE
RESIDUOS ORGANICOS ENRIQUECIDOS COM ANTAGONISTAS

DECLARACAO DE AUTORIA DE TRABALHO

Declaro ser a autora deste trabalho, que € original e inédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no texto e constam da listagem de referéncias
incluida.




Copyright Luisa Isabel Guerreiro David Coelho

A Universidade do Algarve reserva para si o direito, em conformidade com o disposto no
Caodigo do Direito de Autor e dos Direitos Conexos, de arquivar, reproduzir e publicar a
obra, independentemente do meio utilizado, bem como de a divulgar através de
repositorios cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo para fins meramente
educacionais ou de investigacdo e ndo comerciais, conquanto seja dado o devido crédito
ao autor e editor respetivos.



FCT “ A presente tese de doutoramento

ol gD S i foi apoiada pela Fundagédo para a Ciéncia e
Tecnologia através da bolsa de
doutoramento SFRH/BD/109218/2015



AGRADECIMENTOS

Um doutoramento € um caminho longo, que se faz com a companhia de colegas, amigos
e familiares. A sua amizade, troca de ideias e colaboraces fazem com que pareca mais
facil.

Comecgo por agradecer aos meus orientadores, o professor doutor Mario Reis e a
professora doutora Lidia Dionisio, que mais uma vez me acompanharam. Tenho a
agradecer todas as sugestfes, o rigor cientifico e 0 empenho que sempre mostraram
durante este trabalho. Por tudo o me ensinaram, conhecimento sem o qual ndo seria
possivel desenvolver este trabalho. N&o podia ter sido melhor acompanhada.

Ao professor doutor Carlos Guerrero, que sempre acompanhou 0s ensaios e 0s resultados,
obrigada pela sua disponibilidade e sugestdes. Estarei sempre grata.

N&o posso deixar de agradecer também aos professores doutores Amilcar Duarte e Luis
Neto, que apesar de ndo estarem diretamente envolvidos, sempre me deram apoio.

A professora doutora Isabel Trillas, da Universidade de Barcelona, pela cedéncia dos
fungos patogénicos.

Ao professor doutor Manuel Avilés e a doutora Celia Borrero, da Universidade de
Sevilha, também pela cedéncia de fungos. A Celia Borrero agradeco ainda a prontidao
com que esclareceu todas as minhas duvidas ao longo deste trabalho.

A Liseta Viegas, pelo apoio prestado sempre que solicitado. Aos funcionarios do horto,
agradeco as sugestoes e ajuda prestada para a exce¢do dos ensaios.

Agradeco também a Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia, por ter financiado para este
trabalho, através de uma bolsa de doutoramento, e a0 MED - Instituto Mediterraneo para
a agricultura, Ambiente e Desenvolvimento, o centro de investigagdo onde estive inserida
durante a realizacdo do doutoramento.

Ao meu colega de doutoramento, Francisco Bueno-Pallero, que me acompanhou durante
todos estes anos. Foram muitos os desafios que ultrapassamos juntos. Obrigada pela
amizade e companheirismo.

A todos os colegas, que de diferentes formas me apoiaram e ajudaram: Jodo Duarte,
Micael Santos, Rita Andrade, Florinda Gama, Teresa Saavedra, Adriana Guerreiro e
Custodia Gago. Aos colegas que mais recentemente me acompanharam neste desafio:
Pedro Matias, Ana Rita Trindade, Beatriz Duarte, Tomas Magalhdes e Rita Poeira. Sem
vOCés ndo teria sido a mesma coisa!

A todos os alunos, que aceitaram fazer os seus trabalhos nesta area, e que de alguma
forma contribuiram para o avanco deste trabalho.

A Adega Cooperativa de Lagoa, as centrais de fruta e todos os campos de golfe que
cederam os residuos para que a compostagem pudesse ser realizada. A todos os colegas
que trabalham nestas empresas, obrigada pela disponibilidade que vos € caracteristica.

A0S meus amigos mais proximos, pelo apoio, compreensao e amizade.

Por fim, ndo posso deixar de agradecer aqueles que estdo mais préximos e que sdo quem
ouve todos os desabafos, a minha familia, sem excegdo! Aos meus pais, por toda a



coragem que sempre me deram nestes desafios. A minha irm4, que ainda teve uma
pequena contribui¢do voluntaria, pela alegria e boa disposicao.

Ao Frederico e a Mariana, a quem mais devo! S&o os primeiros a ouvir as noticias boas e
as menos boas. Obrigada pelo absoluto apoio e motivacéo constante. A Mariana agradeco
algo que ela da de boa vontade, alegria e amor genuinos. Obrigada pela vossa paciéncial

Muito obrigada a todos!






VISAO GERAL DA TESE

Esta tese foi elaborada respeitando o Regulamento dos ciclos de estudo conducentes aos
graus de mestre e de doutor da Universidade do Algarve, no despacho RT.86/2020, de 23
de julho de 2020.

O trabalho que aqui se apresenta é relevante e inovador nas areas do ambiente e da

agricultura.

Os resultados contribuiem para a ampliacdo do conhecimento cientifico, relativamente ao

papel desempenhado pelos compostos no controlo de doencas das plantas.

A reciclagem de residuos resultantes da atividade agricola e a utilizacdo dos produtos
obtidos na supressédo de fitopatologias, contribui para a reducdo da aplicacdo de
fitofarmacos e consequentemente para a sustentabilidade da atividade agricola, para a

economia circular e para saude humana.

Para promover a aplicacdo do conhecimento gerado, para além da necessaria divulgagao
através dos meios tradicionais em ciéncia (publicacdes, pdsteres e comunicacdes em

congressos) foi também feita divulgacdo para publicos nédo cientificos.

A presente tese estd estruturada em sete capitulos. No primeiro, a introducdo geral,
apresenta-se uma revisao do estado da arte, enquadramento e objetivos do trabalho. Nos
capitulos dois a cinco apresentam-se trabalhos ja publicados em revistas cientificas e no
capitulo seis um trabalho submetido para publicacdo. No ultimo capitulo, apresenta-se

uma concluséo geral da tese.

No que respeita aos artigos expostos, no segundo capitulo descreve-se o papel da quitina
no processo de compostagem e na ocorréncia de organismos com capacidade supressiva.
O terceiro e o quarto capitulos descrevem o uso de compostos para suprimir doencas em
Agrostis stolonifera e em estévia (Stevia rebaudiana Bertoni). No quinto capitulo
descreve-se 0 enriquecimento de compostos com Trichoderma atroviride e 0 impacto
desta técnica na capacidade supressiva de doencas. Finalmente, no ultimo artigo (sexto
capitulo) apresenta-se o impacto do tempo de armazenagem na capacidade supressiva dos

compostos, enriquecidos ou néo.

Os artigos correspondentes aos capitulos, foram publicados como se descreve abaixo:



e Coelho, L., Bueno-Pallero, F., Guerrero, C., Dionisio, L., Reis, M.1. 2021. Effect
of chitin from mushroom waste in the composting process of organic
residues: compost characteristics and occurrence of biological control agents.
Acta Hortic. 1305, 155-162. doi: 10.17660/ActaHortic.2021.1305.22

—_— 20um
Low-vac. BED-S PC-std, 15kV. 'x1300 14/12/2046 000078

Figura 1: Processo de compostagem e microrganismos isolados dos compostos. A, pilha
de compostagem no inicio do processo; B, Observacéo microscopica de Trichoderma spp.
(1000x); C; Observacdo macroscopica de Trichoderma atroviride; D, Observacdo
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RESUMO

A compostagem valoriza residuos organicos transformando-os em compostados ou
compostos, com importantes aplica¢fes agricolas. Durante a compostagem, a presenca de
quitina - o principal componente da parede celular dos fungos - favorece a ocorréncia de
microrganismos com capacidade de a degradar, desenvolvendo a capacidade de controlo
de doengas causadas por fungos do solo - capacidade supressiva - observada pelo uso
desses compostos.

Para avaliar a influéncia da quitina na capacidade supressiva produziram-se dois
compostos com residuos agroindustriais: P1 (laranja, bagaco de uva e aparas de relva) e
P2 (os mesmos que P1, acrescidos de residuos da producdo de cogumelos), em trés
compostagens realizadas em anos sucessivos. Os microrganismos isolados nos compostos
foram identificados morfologica e molecularmente, e testou-se a sua capacidade
antagonista contra doencas do solo, in vitro. Os compostos obtidos foram testados in vivo,
em Agrostis stolonifera L. e em Stevia rebaudiana Bertoni, cultivadas nos compostos e
em turfa comercial (P). Nos compostos obtidos foram isoladas 190 espécies de fungos,
31 das quais manifestaram capacidade antagonista, 14 espécies em P1 e 17 em P2. Nos
ensaios in vitro contra Sclerotium rolfsii, Clarireedia spp. e Rhizoctonia solani, T.
atroviride foi o antagonista com maior taxa de inibicdo. Nos ensaios in vivo usando 0s
compostos como substratos, o controlo de Clarireedia spp. foi mais eficaz com P1,
enguanto o controlo de R. solani e S. rolfsii foi mais eficaz com P2. Amostras dos
substratos (P1, P2 e P) foram submetidas a tratamento térmico (P1t, P2t e Pt) e
enriquecimento (E) com o antagonista mais eficiente identificado in vitro: T. atroviride
(P1E, P2E, P1tE, P2tE, PE e PtE). A capacidade supressiva dos diferentes substratos foi
testada logo ap0s a sua obtencéo e depois de 6 e 12 meses de armazenamento.

Na relva, obteve-se um maior controlo das doengas utilizando compostos enriquecidos,
sendo P1E o mais eficaz contra Clarireedia spp. e P2E contra R. solani. Os compostos
mantiveram a capacidade supressiva ao longo do tempo, sobretudo os enriquecidos, 0s
quais proporcionaram o0s melhores resultados de protecdo ap6s 6 meses de
armazenamento.

Neste trabalho, verificou-se que residuos agroindustriais podem ser transformados em
produtos com capacidade de reduzir a aplicacdo de fitofarmacos sintéticos, mantendo esta
capacidade por algum tempo e contribuindo para uma maior sustentabilidade e

circularidade na agricultura.



Palavras-chave: Compostagem, supressividade, Agrostis stolonifera, Trichoderma

atroviride, Rhizoctonia solani, Clarireedia spp., Sclerotium rolfsii
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ABSTRACT

Composting is a process by which we increase the value of organic wastes by
transforming them into compost, which has important agricultural applications. During
composting, the presence of chitin favours the occurrence of microorganisms capable of
degrading it, developing the ability to control diseases caused by soil fungi - suppressive
capacity - observed using these composts.

To evaluate the influence of chitin on the suppressive capacity, two composts were
produced with agro-industrial residues: P1 (orange fruit waste, grape marc and grass
clippings) and P2 (P1 with added residues from mushroom production), with three
composting processes in three successive years. The microorganisms isolated in the
composts were identified both morphologically and molecularly, and their antagonistic
capacity against soil diseases, in vitro. The obtained composts were tested in vivo, in
Agrostis stolonifera L. and in Stevia rebaudiana Bertoni, cultivated in composts and in a
commercial peat (P). In the composts, 190 species of fungi were isolated, 31 of which
had antagonist capacity, 14 species in P1 and 17 in P2. During in vitro testing against
Sclerotium rolfsii, Clarireedia spp. and Rhizoctonia solani, the antagonist with the
highest inhibition rate was T. atroviride. During in vivo testing, control of Clarireedia
spp. was more effective with P1, while that of R. solani and S. rolfsii was more effective
with P2. Substrate samples (P, P1 and P2) were subjected to heat treatment (P1t, P2t and
Pt) and enrichment (E) with the most efficient antagonist in vitro: T. atroviride (P1E, P2E,
PE, P1tE, P2tE and PtE). The suppressive capacity of the different substrats was tested

after 0, 6 and 12 months of storage.

In turfgrass, greater disease control was obtained with enriched composts, with P1E being
the most effective against Clarireedia spp. and P2E against R. solani. The composts
maintained their suppressive capacity over time, especially the enriched ones, providing

the best results after 6 months of storage.

In this work, it was found it is possible to convert agro-industrial residues into products
capable of reducing the application of synthetic phytopharmaceuticals and the
suppressive capacity is kept for some time, contributing to sustainability and circularity

of agriculture.
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1.1. Compostagem

O crescimento da populacdo mundial exige o aumento da producdo de alimentos, o que
tem como consequéncia, uma maior producdo residuos de origem agricola, para os quais

é fundamental encontrar uma resposta sustentavel.

A agricultura, em particular, € uma atividade geradora de grande quantidade de residuos
organicos, quer seja na produgédo, na preparagdo ou na transformagdo dos produtos. A
resposta para resolver o problema destes residuos passa pelo seu reaproveitamento,
favorecendo o0 aumento da economia circular na agricultura, e contribuindo também para

se alcancar a neutralidade carbonica.

A compostagem pode ser uma das solucbes para os residuos resultantes da atividade
agricola, transformando-os e devolvendo-os aos solos, nomeadamente aos solos
agricolas, tornando a agricultura mais sustentavel. Para alem disso, apresenta uma

alternativa ambientalmente sustentavel para o uso de alguns os fitofarmacos.

A compostagem é uma técnica de gestdo, tratamento e valorizacdo de residuos, pela qual
a sua componente organica € decomposta biologicamente em condig¢Bes controladas,
alcancando-se um estado em que o produto pode ser manuseado, armazenado ou aplicado
ao solo sem afectar negativamente o ambiente (Golueke, 1972; Barker, 2001; Day e
Shaw, 2001). Este processo permite diminuir o impacto negativo dos residuos agricolas
no ambiente, originando produtos, designados por compostos, que podem ser aplicados
na agricultura (Barker, 2001), sendo conhecidos principalmente pelas suas propriedades
como fertilizantes. A aplicacdo dos compostos permite a reducao da aquisicao de fatores

de producéo externos a exploracéo agricola (Ceclie e Abdelrahman, 2014).

Os compostos séo o resultado das transformagdes que os microrganismos, sob condic¢des
controladas, exercem sobre os residuos organicos. O seu sucesso depende das
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas dos residuos no inicio da compostagem. A
mistura inicial devera ser constituida por uma proporcao adequada de diferentes residuos,
devendo manter-se os teores de agua e de oxigénio adequados para a atividade microbiana
(Day e Shaw, 2001; Ceglie e Abdelrahman, 2014).

A compostagem é um processo biodindmico, onde a atividade dos microrganismos faz
aumentar a temperatura, intensificando os processos de biodegradacdo dos materiais

originais. Muitos autores consideram a compostagem como a sucessdo de
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microrganismos influenciada pela temperatura (Day e Shaw, 2001; Steger et al., 2007;
Suérez-Estrella et al., 2012). Durante este processo, podem idenficar-se trés fases
principais: inicial, termofilica e final (Day e Shaw, 2001; Batista e Batista, 2007), apesar

de varios autores considerarem um maior nimero de fases (Ceglie e Abdelranman, 2014).

As diferentes fases de compostagem tém um papel fundamental na decomposicdo e na
sucessdo de microrganismos ao longo do processo. As populacdes de microrganismos
vao alternando a medida que mudam as condi¢cdes ambientais, como a temperatura, o teor
de humidade, o teor e a natureza da matéria organica, o pH ou a densidade aparente (Day
e Shaw, 2001; Batista e Batista, 2007; Ceglie e Abdelrahman, 2014). Assim, durante as
diferentes fases de compostagem, 0s microrganismos presentes séo o resultado de

interacdes dindmicas e complexas com as condi¢Ges ambientais envolventes.

1.1.1. Fases de compostagem e atividade microbioldgica

A atividade dos microrganismos é regulada pelas carateristicas da mistura a compostar,
como o teor de humidade, o arejamento, e a relacdo C/N. A forma e o tamanho da pilha
de compostagem, com efeito no arejamento e dissipacdo de calor, assim como a
temperatura exterior, podem também fazer variar a atividade dos microrganismos e,

consequentemente, a temperatura do material (Day e Shaw, 2001; Brito, 2005).

No inicio da compostagem, é fundamental que a mistura dos materiais tenha uma relacao
C/N adequada, situada entre 25 e 30, equilibrando a quantidade de materiais ricos em
carbono e em azoto. Os materiais com carbono em abundancia fornecem a matéria
organica e a energia para a compostagem, enquanto os azotados controlam a rapidez do
processo (Day e Shaw, 2001). O azoto é fundamental para o crescimento dos
microrganismos, por ser constituinte das proteinas que representam aproximadamente
metade da massa das células microbianas. O rapido crescimento dos microrganismos esta
dependente da disponibilidade de azoto na mistura a compostar. No entanto, se 0s
microrganismos nao conseguirem usar o0 azoto por falta de carbono, este sera perdido por

volatilizagéo ou por lixiviacdo e desnitrificacdo dos nitratos (Brito, 2005).

Na fase inicial ou de crescimento mesofilico, sdo decompostas as substancias de
degradacdo mais fécil, como os hidratos de carbono, lipidos e proteinas (Hoitink et al.,
1997; Day e Shaw, 2001). As bactérias mesdfilas sdo os organismos predominantes,
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sendo os principais consumidores destas substancias (Hoitink et al., 1997) que, quando
escassas, juntamente com o aumento da temperatura, criam condigdes desfavoraveis para
estes organismos, levando a diminuicdo da sua abundancia em beneficio das bactérias
termofilas, actinomicetes e fungos. Entra-se, deste modo, na fase termofilica, com
temperaturas superiores a 45 °C (Day e Shaw, 2001). Posteriormente, a subida da
temperatura para valores proximos de 65 a 70 °C aumenta a higienizac¢éo do material, pela
destruicdo da maioria dos agentes patogénicos e sementes, assim como a libertacdo de
substancias fitotoxicas por via térmica (Day e Shaw, 2001). Entretanto, como resultado
da reducdo das fontes nutritivas, a atividade microbiana decresce, tendo como
consequéncia a diminui¢do da temperatura voltando-se a uma etapa mesofilica e de
maturacdo (Day e Shaw, 2001). Nesta fase, 0 material é recolonizado por uma grande
diversidade de microrganismos, muitos deles com capacidade supressiva contra agentes

fitopatogenicos (Hoitink e Boehm, 1999).

A temperatura do material € um indicador da evolucéo do processo. Segundo Stentiford
(1993) e Beata-Hall et al. (2002), a maxima atividade microbiana ocorre a temperaturas
mesofilicas, entre 35 e 40 °C, a maxima biodegradacdo tem lugar a temperaturas
compreendidas entre os 45 e os 55 °C. A maxima higienizacdo ocorre a temperaturas
superiores a 55 °C. A temperatura ndo deve permanecer durante muito tempo acima de
60 °C, pois muitas espécies de microrganismos morrem ou Sao inactivadas, originando
um abrandamento da decomposicdo da matéria organica (Beata-Hall et al., 2002).

No final da compostagem, sendo o composto rico em celulose, lenhina e substancias
hamicas, com pouca matéria organica facilmente degradavel, os microrganismos
patogénicos ficam em desvantagem em comparacdo com os saproéfitas, visto que,
normalmente, os agentes fitopatogénicos apenas conseguem utilizar produtos facilmente
assimilaveis (Reis, 2016).

No final da compostagem, obtem-se um produto estavel e praticamente livre de agentes
patogénicos e sementes, que pode ser aplicado ao solo ou usado como componente de

substratos em culturas sem solo (Reis, 1997; St. Martin e Brathwaite, 2012).

1.2. Utilizagdo dos compostos

Os compostos sdo uma fonte de matéria organica, frequentemente aplicados ao solo como

corretivos (Pane e Zaccardelli, 2014). Quando usados na agricultura, 0s compostos

4
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melhoram nas propriedades fisicas e quimicas dos solos, aumentando a capacidade de
retencdo de agua, a capacidade de troca cationica, o teor de matéria organica, melhorando
a estrutura do solo, contribuindo para melhorar o estado nutritivo dos solos (Santos, 2001;
Torres et al, 2003; Varennes, 2003). Ao nivel biolégico e bioquimico sdo também
conhecidas melhorias, como o aumento das populacGes de microrganismos e da atividade
enzimatica nos solos, favorecendo o controlo bioldgico de doencas das plantas (Hoitink
e Fahy, 1986; Borrero et al, 2009; Bonanomi et al., 2010; Saadi et al., 2010; Castario et
al., 2013; Liu et al 2016), reduzindo a aplicacdo de pesticidas (Coelho et al., 2016; Coelho
et al., 2017), incluindo os herbicidas, sendo também eficazes no controlo de infestantes
(Coelho et al., 2019) e de neméatodes (Coelho et al., 2021). Assim, a aplicacdo dos
compostos na agricultura torna possivel a reutilizacéo de residuos organicos, favorecendo

a sustentabilidade da atividade.

1.2.1. Fertilizantes

As comunidades microbianas sao fundamentais numa agricultura sustentavel, sendo um
dos fatores que intervém na mineralizacdo do solo, tornando os nutrientes disponiveis
para as plantas (Bonanomi et al., 2010; Ceglie e Abdelrahman, 2014). Resultando os
compostos da atividade microbiana, a sua aplicacdo na agricultura contribui para a
sustentabilidade desta atividade (Huber et al., 2009), podendo ser aplicados também em
agricultura bioldgica (Regulamento EU 2018/848). Assim, 0 reaproveitamento de
residuos agroindustriais, origina fertilizantes organicos, tornando as unidades de

producdo agricola menos dependentes de outras formas de fertilizantes.

1.2.2. Capacidade supressiva dos compostos

As plantas estdo sujeitas a ataques de microrganismos que lhes podem causar doencgas se
ndo forem prevenidas ou devidamente tratadas, com grandes perdas econdémicas na
atividade agricola (Mehta et al., 2014), responsaveis por cerca de 10 % de perdas na
producdo (Strange e Scott, 2005). A monocultura, cada vez mais frequente, aumenta a
perda de diversidade microbiana no solo, afetando o estado sanitario das plantas e

contribuindo para o aumento da incidéncia de doencas (Mo et al., 2016).
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Na década de 70 do séc. XX, surgiu o conceito de supressividade dos compostos
organicos, nomeadamente no controlo de doencas do solo (Hoitink e Fahy, 1986). Desde
entdo, a sua utilizacdo tem sido referida e desenvolvida para o controlo bioldgico de
fitopatologias (Hoitink e Fahy, 1986; Borrero et al, 2009; Liu et al 2016), apesar da sua
capacidade supressiva ndo estar ainda completamente compreendida (Castafio et al.,
2013).

Atualmente, para controlar as doencas do solo, recorre-se maioritariamente a
fitofarmacos, que contribuem para o empobrecimento da microbiota (Bonanomi et al.,
2010; Saadi et al., 2010), com consequéncias negativas para o produtor, o consumidor e

0 ambiente.

Recentemente, tem-se assistido a um crescente interesse pelo biocontrolo,
particularmente devido ao impacto dos fitofa&rmacos de sintese na saude publica e no
ambiente (Bonanomi et al., 2010), levando a UE a desenvolver politicas que reduzam a
sua toxicidade e a procurar agentes de biocontrolo eficazes, de baixo custo e
ambientalmente favoraveis (Martin, 2003). Tanto a legislagdo nacional como a europeia
tém tentado criar politicas que incentivem os agricultores a reduzir a dependéncia de
produtos fitofarmacéuticos sintéticos. A Unido Europeia pretende reduzir o uso dos
pesticidas, tendo como meta uma diminuicdo de 50 % até 2030, de acordo com a

estratégia “do prado ao prato” (https://food.ec.europa.eu/plants/pesticides/sustainable-

use-pesticides_en). Esta proposta visa 0 uso sustentavel dos fitofarmacos, contribuindo

para um ar mais puro, agua limpa, solo saudavel e a promocdo da biodiversidade. Neste
contexto, as propriedades supressivas dos compostos, representam uma oportunidade
para o desenvolvimento de uma agricultura mais ecoldgica e segura. Os compostos
podem ser usados tanto na prevencdo, como na mitigacdo e controlo de doencas das
plantas (Noble e Coventry, 2005; Mehta et al., 2014; Pane e Zaccardelli, 2014).

O controlo biologico foi definido por Pal e McSpadden (2006), como 0 uso de organismos
naturais ou modificados, genes ou produtos geneticos, para reduzir os efeitos dos
organismos indesejaveis e favorecer o0s benéficos como plantas, insectos e
microrganismos. A capacidade dos compostos para promoverem um ambiente total ou
parcialmente desfavoravel para os organismos patogénicos € conhecida como
supressividade (Pane e Zaccardelli, 2014).

Os compostos, quer sejam aplicados ao solo ou usados em culturas sem solo, representam

uma alternativa para o controlo de doengas das plantas, devido a quantidade e diversidade

6
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de microrganismos que contém (Bernal-Vicente et al., 2008; Saadi et al., 2010; Alfano et
al., 2011; Liu atal., 2016; Kohl et al., 2019; Coelho et al., 2020). A morte dos patogénicos
durante o processo de compostagem, seguida da recolinizagdo por uma populacdo ativa
de micorganismos antagonistas, sdo os fatores-chave para a capacidade supressiva dos
compostos, ficando livres de agentes fitopatogénicos. A estes fatores juntam-se a
estabilizacdo da matéria organica e as caracteristicas fisicas e quimicas do composto
(Hoitink et al., 1993).

A componente biolégica dos compostos, representada principalmente por fungos,
bactérias, actinomicetes, protozoarios e nematodes, desempenha um papel fundamental
na supressividade (Ntougias et al., 2008; Pane et al., 2011; Pugliese et al., 2011, Pane e
Zaccardelli, 2014). A aplicacdo de compostos ao solo proporciona o aumento das
comunidades microbianas, levando ao aumento da competicdo com 0s organismos do
solo e a reducdo dos agentes fitopatogénicos presentes (Barker, 2001; Bonanomi, 2010).
Esta interacdo entre o agente patogénico, o hospedeiro e os microrganismos colocados no
solo sdo os fatores que mais contribuem para a eficacia da supressividade, juntamente
com as caracteristicas fisicas e quimicas do meio, nomeadamente a disponibilidade de
nutrientes (Hoitink et al., 1993).

Os compostos tém mostrado capacidade supressiva contra diferentes agentes
fitopatogenicos, nomeadamente Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp.,
Phytophthora spp., Ralstonia solanacearum (Cotxarrera et al., 2002; Pugliese et al., 2008;
Borrero et al., 2009; Alfano et al., 2011; Castafio et al., 2011; Castafio et al., 2013;
Jambhulkar et al., 2015; Liu et al., 2016).

A supressividade tem sido relacionada com o grau de maturacdo dos compostos (Trillas
etal., 2006). O teor de matéria organica desempenha um papel fundamental na capacidade
supressiva dos compostos, por ser um suporte natural dos microrganismos, em quantidade
e diversidade (De Corato, 2020).

Um grande numero de agentes de controlo bioldgico tem sido isolado a partir de
compostos (Cotxarrera, et al., 2002; Pugliese et al., 2008; Borrero et al., 2009; Alfano et
al., 2011; Castafio et al., 2011; Castafio et al., 2013; Suéarez-estrella et al., 2013;
Jambhulkar et al., 2015; Liu et al.,, 2016; De Corato, 2020). O conhecimento da
microbiota de um composto é fundamental para a previsdo da sua capacidade supressiva,
determinada ou potenciada pela atividade microbiologica (Hoitink et al., 1993), e

dependente do nivel de decomposicdo da materia organica, a qual devera ser capaz de
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manter a populacdo microbiana com capacidade de induzir o controlo biologico (Boehm
e Hoitink, 1992).

Um composto maduro encontra-se normalmente colonizado por agentes de biocontrolo,
0s quais tém a capacidade de erradicar agentes patogénicos, através do controlo bioldgico
(Hoitink et al., 1993 e Hoitink et al., 1997).

A matéria-prima com que se iniciam 0s processos de compostagem influencia as
populacdes microbianas finais e logo a capacidade supressiva dos compostos
(Termorshuizen et al., 2006; Bonanomi et al., 2007; Pane e Zaccardelli, 2014). Os
residuos utilizados na compostagem podem originar diferentes efeitos sobre diferentes
fitopatogénicos. Por exemplo, em compostos obtidos com bagaco de uva, com baixo teor
de celulose e elevado de acgucares, criam-se condi¢cdes para o desenvolvimento de

Penicilium, com capacidade para suprimir S. rolfsii (Avillés et al., 2011).

A supressividade depende das relacdes entre os diferentes microrganismos do solo e o
ambiente envolvente, baseiando-se em fendmenos de competicdo, antibiose,
microbiostase, predacdo, hipoviruléncia e hiperparasitismo e inducdo de resisténcia
sistematica adquirida (Borrero et al., 2009; Saadi et al., 2010; Pane e Zaccadelli, 2014;
Reis, 2016) (Figura 1.1).

Figura 1.1: Mecanismos de antagonismo entre os agentes de controlo bioldgico e o
patogénico. A, antibiose; B, hiperparasitismo; C, microbiostase.

A antibiose é um fendmeno mediante o qual os microrganismos inibem a atividade dos
patogénicos pela producdo ou secre¢do de um ou mais compostos (Hoitink el al., 1996)
(Figura 1.1-A), onde se incluem antibidticos e enzimas liticas (Baker e Cook, 1974; Lorito
et al., 1994; Pane e Zaccardelli, 2014). As enzimas liticas desempenham um papel

bastante importante no controlo biologico, onde se destacam as quitinases, glucanases e
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protéases (Lorito at al., 1994; Pane e Zaccardelli, 2014). A producdo destes compostos
ocorre normalmente quando os nutrientes se tornam limitantes (Lewis et al., 1991).
Apesar de os antibioticos terem um largo espectro de ac¢éo, podendo limitar o crescimento
dos organismos benéficos, a maior parte deles sdo mais seletivos para 0s patogénicos
(O’Sullivan e O’Gara, 1992).

No caso de 0s organismos com capacidade supressiva serem predadores dos patogénicos,
trata-se de um fendmeno de hiperparasitismo (Hoitink et al., 1997; Pane e Zaccardelli,
2014) (Figura 1.1-B). Este tipo de antagonismo é bastante especifico, mas pouco
frequente, sendo necessario o predador e o patogénico especificos. No entanto, quando se
verifica hiperparasitismo, o processo é bastante eficaz. Trichoderma spp. sdo organismos

conhecidos como hiperparasitas (Pane e Zaccardelli, 2014).

A microbiostase ¢ um fenémeno de competicdo por nutrientes induzida pelas populacdes
de microrganismos presentes nos compostos (Figura 1.1-C). Este tipo de controlo resulta
da supressdo da germinacao de esporos dos patogénicos, assim como 0 Seu crescimento
e atividade, néo se verificando a morte, mas a redugéo das populagdes (Hoitink e Fahy,
1986). Para além disso, ha também uma competicdo por espaco (Pane e Zaccardelli,
2014).

Mais recentemente surgiu o conceito de resisténcia sistémica adquirida nas plantas,
mediada pelos compostos. Este controlo promove a reducdo de doengas, tanto no local de
aplicacdo do composto como em locais espacialmente separados (Lucas, 1998; Avilés et
al., 2011; Pane e Zaccardelli, 2014), tornando-se assim eficaz também no controlo de
doencas foliares (Pane e Zaccardelli, 2014). Como resposta a estimulos especificos, as
plantas sdo capazes de aumentar a sua capacidade de defesa contra os agentes
fitopatogeénicos (Lucas, 1998; Avilés et al., 2011; Pane e Zaccardalli, 2014), podendo esta
protecdo ser estimulada pela presenca de microrganismos semelhantes ao patogénico,

mas sem capacidade virulenta (Cook e Baker, 1983; Lucas, 1998).

Para além da resisténcia sistémica adquirida, é também conhecido 0 mecanismo de
resisténcia sistémica induzida. Neste caso, a colonizagdo das raizes das plantas por
rizobacterias ou fungos promotores do crescimento das plantas, frequentes na materia
organica, induz a resisténcia das plantas a determinados patogénicos (Pane e Zaccardelli,
2014).
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A supressividade pode ser direta, verifinado-se um claro efeito causal entre o patogénico
e 0 composto, ou indireta. Podem ser exemplos de supressividade indirecta causada pela
aplicacdo de compostos, o melhoramento do desenvolvimento vegetativo ou o

favorecimento dos antagonistas nativos do solo (Pane e Zaccardelli, 2014).

1.2.2.1 Tipos de supressividade
De acordo com a natureza e atividade dos organismos envolvidos, sdo conhecidos dois

tipos de supressividade, a geral e a especifica (Figura 1.2).

= Saprofitas

Fungos do solo ” SllpreSSiVidade Geral

... | Parasitas nao especializados

Parasitas especializados

Fungos das raizes

Supressividade Especifica

e Micorrizas

Adaptado de Reis, 2016

Figura 1.2: Supressividade geral e especifica.

De acordo com a natureza, os agentes fitopagénicos, poderdo ser mais facilmente
controlados por modelos de supressividade geral ou especifica (Pane e Zaccardelli, 2014).
De qualquer modo, os solos supressivos deverdo ter a combinagdo dos processos de
supressividade geral e especifica (Reis, 2016), apesar dos efeitos poderem ser diferentes
de acordo com as condi¢Oes edaficas, climaticas e praticas culturais. Os agentes de
controlo bioldgico intervenientes na supressividade surgem apds a fase termofilica do

processo de compostagem (Jambhumkar et al., 2015).

10



Capitulo 1

Supressividade geral

A supressividade geral esta relacionada com o elevado ndmero de microrganismos
presentes no meio e a sua atividade, inibindo o crescimento dos patogénicos (Pane e
Zaccardelli, 2014; Jambhulkar et al, 2015; Reis, 2016). A biomassa e a atividade
microbiana criam um ambiente competitivo, previnem a germinagdo dos esporos dos

patogénicos e a infecdo da planta.

Este tipo de supressividade baseia-se na atividade de diversos microrganismos que, ao
competirem, reduzem o espaco e a disponibilidade de recursos para 0s patogénicos,
caracterizados por uma reduzida capacidade de competicao saprofita (Hoitink el al., 1993;
Reis, 2016). Os microrganismos podem também produzir antibidticos reduzindo a

sobrevivéncia e o crescimento dos patogénicos (Ceglie e Abdelrahman, 2014).

A supressividade geral é frequentemente estimulada pelo aumento do teor de matéria
organica e de determinadas préaticas culturais que estimulam a atividade microbiana nos
solos (Reis, 2016), assim como a capacidade de a manter suficiente ao longo do tempo,
através da lenta degradacdo de compostos complexos de carbono, particularmente os

polimeros de hidratos de carbono (Hoitink et al. 1996).

Muitas vezes, a supressividade geral, pode ndo controlar completamente a doenca, mas
contribuir para diminuir a sua ocorréncia e severidade dos patogénicos, reduzindo a
necessidade de controlo quimico (Whipps, 1997). No entanto, esta supressividade ndo é

transferivel entre solos (Jambhumkar et al., 2015).

Por exemplo, de acordo com Hoitink et al. (1993), os patogénicos Pythium spp. e

Phytophthora spp. sdo suprimidos mediante o fendmeno de supressao geral.

Supressividade especifica

Na supressividade especifica, a acdo de um ou de um grupo seletivo de microrganismos,
designados por antagonistas, tém a capacidade de reduzir a sobrevivéncia dos
patogénicos, competindo por nutrientes ou produzindo antibiéticos ou enzimas (Pane e
Zaccardelli, 2014; Reis, 2016). A supressividade especifica € um processo mais
qualitativo, devido aos efeitos especificos de grupos seletivos de antagonistas, perante o

patogénico durante algumas fases do seu ciclo de vida (Cook e Baker, 1983).
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Para alguns agentes de controlo bioldgico, diferentes mecanismos ou combinagdes de
mecanismos podem estar envolvidos na supressdo de diferentes doencas das plantas
(Whipps, 2001), podendo incluir a competicdo por nutrientes, antibiose e indugédo de
resisténcia. No caso do controlo bioldgico de Rhizoctonia solani pelos compostos, apenas
um grupo limitado de microrganismos é capaz da sua erradicacdo (Hoitink et al., 1997).
Trichoderma spp., incluindo T. hamatum e T. harzianum, sdo o0s hiperparasitas
predominantes em compostos preparados com residuos lenhino-celulésicos (Hoitink et
al., 1997). Trichoderma spp. é um agente de controlo efetivo de R. solani, capaz de ser
inoculada num composto, maturado ou ndo, sendo mais eficaz em combinacdo com
algumas bactérias de controlo biolégico (De Ceuster e Hoitink, 1999). Outros
microrganismos, como Bacillus spp., Enterobacter spp., Flavobacterium balustinum,
Pseudomonas spp., Streptomyces spp., Penicillium spp., Gliocladium virens tém sido
identificados como agentes de biocontrolo em compostos (Hoitink et al., 2005). No caso
da supressividade especifica, a transferéncia de supressividade é um processo fécil, sendo
responsaveis espécies ou grupos especificos de microrganismos (Reis, 2016).

Apesar de 0s compostos se revelarem ambientalmente compativeis e economicamente
sustentiveis (Alfano et al., 2011; Metha et al., 2014), é ainda necessario mais
conhecimento cientifico para que o mercado invista nestes produtos como meio de luta
na protecdo das culturas (Castafio et al., 2013). Este trabalho insere-se precisamente huma
estratégia do aumento do saber no que respeita ao papel dos compostos no controlo de

doengas das plantas.

1.3. Compostagem com residuos de quitina

O enriquecimento do material a compostar com residuos que contenham quitina pode
reforcar a capacidade supressiva dos compostos obtidos contra fungos, organismos
fitopatogénicos com quitina na sua estrutura (Sharp et al., 2013; Brzezinska et al., 2014).
Os microrganismos quitinoliticos, em maior abundancia nestes compostos, tém
demonstrado capacidade para suprimir diversos fitopatogénicos (Nandakumar et al.,
2001; Viswanashan e Samiyappan, 2001).

12



Capitulo 1

As enzimas tém um papel bastante importante na compostagem, sendo através da sua
sintese que os microrganismos degradam a matéria organica (Hubbe, 2014). A quitina é
o segundo polimero mais abundante, apenas ultrapassada pela celulose. E encontrada nos
exosqueletos de crustaceos e de insetos (Brzezinska, 2014; Homthong et al., 2016), sendo

o principal componente da parede celular dos fungos (Brzezinska, 2014).

A quitina é um polimero insolivel em &gua e em diversos solventes organicos, resistente,
flexivel e biodegradavel, representado pela formula quimica (CgH13OsN),. Trata-se de
um polissacarideo formado por longas cadeias de N-acetilglucosamina, as quais se
encontram unidas por ligagdes covalentes B (1,4) (Brzezinska, 2014), sendo um
importante reservatorio de carbono e de azoto (Parham e Deng, 2000) (Figura 1.3).

— CHs =
C=0
CH20H
H ” 0
QH H
HoONH T
c—0
e CHs _jn

Figura 1.3: Esquema da estrutura quimica da quitina.

Alguns residuos ricos em quitina, como os da inddstria relacionada com 0s crustaceos,
ainda ndo tém um destino apropriado, sendo importante encontrar uma solugédo para estes
residuos uma vez que poderdo ser aplicados em diversas areas, resolvendo problemas
ambientais (Wang et al., 2008). A compostagem de residuos com quitina promove 0
desenvolvimento no composto de microrganismos com capacidade para a degradar
(Sharp, 2013) pela agdo da quitinase (LoOpez-Mondéjar et al., 2012). Muitos
microrganismos combatem fungos fitopatogénicos, sintetizando varias substancias
bioativas, por exemplo, as quitinases ou as glucanases (Brzezinska, 2014). As enzimas
responsaveis pela degradacdo da quitina, estdo também associadas ao controlo biologico

de doencas das plantas causadas por fungos.

13



Capitulo 1

Na Natureza, 0s microrganismos quitinoliticos, sdo capazes de degradar a quitina, tanto
em condigdes aerdbicas como em anaerobiose, podendo ser encontrados em diversos
ambientes, fazendo parte importante dos ciclos do azoto e do carbono (McCreath e
Gooday, 1992). Muitos actinomicetes sdo saprofitos capazes de degradar substancias
como a lenhina e a quitina. As bactérias dos géneros Flavobacterium, Bacillus,
Cytophaga e Pseudomonas também séo capazes de degradar a quitina, assim como 0s
fungos Aspergillus, Mucor e Mortierella (Brzezinska et al., 2014).

O controlo de fungos fitopatogénicos com recurso a microrganismos, é uma estratégia
amiga do ambiente que se tem vindo a focar no aproveitamento de enzimas sintetizadas
por microrganismos, nomeadamente quitinases, as quais sdo capazes de catalizar a
quitina, hidrolisando as ligagdes de B-1,4-glicosidicas entre N-acetil-D-glucosamina. A
enzima exo-a-1,3-glucanase é capaz de se ligar as paredes celulares de varios fungos
fitopatogénicos como Aspergillus niger, Botrytis cinera, Coletotrichum acutatum,
Fusarium oxysporium, Penicillium aurantiogriseum ou Rhizoctonia solani (Ait-Lahsen
etal., 2001).

A enzima f-glucosaminidase pode desempenhar um papel importante nos ciclos do azoto
e do carbono do solo (Parham e Deng, 2000). Esta enzima estd também envolvida no
controlo bioldgico de doencas do solo, apresentando atividade contra inimeros fungos
patogénicos das plantas, tendo sido associado a presenca de Trichoderma spp. (Lorito et
al., 1994).

Inbar e Chet (1995) observaram que N-acetil-B-D-glucosaminidase é a primeira quitinase
formada quando Trichoderma spp. entra em contato com o hospedeiro, facilitando o
micoparasitismo (Baek et al., 1999), tendo efeito no controlo de Rhizoctonia solani e de
Sclerotinia sclerotiorum (Brunner et al. 2003). De acordo com Brzezinska (2014), a
quitinase é eficaz na inibicdo de R. solani, Marchophominia faseolina e Fusarium spp..
Sabe-se, por exemplo, que Trichoderma harzianum produz duas N-
acetilglucosaminidases, quatro endoquitinases e uma quitibiosidase (Haran, 1996). A
aplicacdo de produtos contendo Trichoderma spp. possibilita o controlo biolégico, como

resultado da producdo de enzimas como as quitinases ou glucanases (Brezezinska, 2014).

O emprego de microrganismos representa por isso uma alternativa aos produtos quimicos
sintéticos, apresentando uma maior seguranga e menor impacto ambiental (Brzezinska,
2014).
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1.4. Enriquecimento dos compostos com agentes de controlo bioldgico

A capacidade supressiva dos solos pode ser melhorada mediante o enriquecimento com
antagonistas especificos (Reis 2016). Deste modo aumenta-se a eficacia do biocontrolo
através do uso de compostos, permitindo melhores resultados do que com 0s nédo
enriquecidos (Postma et al., 2003; Pugliese et al., 2013; Shen et al., 2013).

Vaérios autores referem que o enriquecimento de compostos com microrganismos pode
ter influéncia no controlo de determinadas doencas. Por exemplo, Fu et al. (2016), refere
que o enriquecimento com Bacillus spp. pode contribuir para a reducdo de Fusarium em

banana, com aumento do crescimento da planta.

Um dos fungos mais frequentemente usados no enriquecimento dos compostos é
Trichoderma spp. (Blaya, 2013; De Corato, 2020), eficaz contra varios patogénicos das
plantas como Rhizoctonia solani (Hoitink et al., 2001; Trillas et al., 2006; Val-Moraes,
2015), Fusarium oxysporum (Cotxarrera et al., 2002), Colletotrichum orbiculare (Zhang
et al., 1998), Phytophthora capsici (Segarra et al., 2013) e patogénicos das folhas, como
Botrytis cinerea (Segarra et al., 2007).

No entanto, € necessario mais conhecimento acerca do efeito do enriquecimento de
compostos com antagonistas no controlo de doencas (Pugliese et al., 2011), objetivo a

que este trabalho pretende responder.

1.4.1. Trichoderma spp.

Varias estirpes de Trichoderma tem-se mostrado eficazes contra diversas doengas de
culturas agricolas (Brunner et al., 2003; Trillas et al., 2006, Rossi e Pattori, 2009, Huang
etal., 2012, Coelho et al., 2016, Hirpara et al., 2016).

Trichoderma spp. € um género de fungos que tém sido definidos como fungos do solo,
ndo patogénicos, simbiontes, capazes de colonizar as raizes de plantas por mecanismos
idénticos aos fungos micorrizicos e produzir compostos quimicos que estimulam o
crescimento e os mecanismos de defesa da planta (Benitez et al., 2004; Harman et al.,
2004). Algumas estirpes oferecem vantagens, como a répida colonizacdo da rizosfera
dentro das comunidades microbianas estaveis e pré-existentes; controlo da microbiota
patogénica e melhoria do estado sanitario das plantas, assim como do crescimento das

raizes (Harman et al., 2004; Hermosa et al., 2013).
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Sdo conhecidas diversas espécies de Trichoderma que atuam como agentes de controlo
bioldgico, reduzindo o crescimento de diferentes fitopatogénicos. O método pelo qual
atuam pode variar consoante a espécie do antagonista e do patogénico. Por exemplo, T.
harzianum causa a lise do miceélio de S. rolfsii e de R. solani (Elac et al., 1979). Numa
primeira fase, quando o antagonista deteta outro fungo em crescimento na sua direcao
sintetiza enzimas, incluindo protéases, glucanases e quitinases, que degradam a parede
celular do patogénico, permitindo a penetracdo do seu micélio (Harman, 2004; Viterbo et
al., 2002). Seguidamente, Trichoderma enrola-se em torno do hospedeiro, acabando por
mata-lo (Harman, 2004). A adesdo de Trichoderma ao hospedeiro € feita pela ligacao de
hidratos de carbono da parede celular de Trichoderma as lectinas do fungo-alvo,
sintetizando enzimas que degradem a sua parede celular, assim como antibioticos.
Posteriormente, as hifas de Trichoderma penetram no fungo hospedeiro. A supressividade
dos compostos também pode ser devida a fendmenos de hiperparasitismo (De Corato,
2020). Este processo é normalmente observado em fitopatogénicos com propéagulos
superiores a 200 um de didmetro, como R. solani e S. rolfsii. Nestes processos séo
descritas interacdes sinergéticas entre enzimas que degradam as paredes celulares dos
fungos e os compostos antifungicos que inibem a germinacdo dos esporos. O

hiperparasitismo € fortemente afetado pelo grau de decomposi¢do da matéria organica.

1.5. Armazenamento dos compostos

A capacidade supressiva dos compostos é funcdo do grau de maturacdo e estabilidade da
matéria organica. A capacidade de controlo dos agentes fitopatogénicos pode ser afetado
pela idade do composto, devido a alteragdes nas populacfes microbianas e na sua
atividade, assim como nas suas caracteristicas fisico-quimicas (Hoitink et al., 2001;
Avilés et al., 2011; Jambhulkar et al., 2015; Martin, 2015).

Durante 0 armazenamento, os compostos sofrem alteragdo nas suas caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas. O teor de azoto e as popula¢fes de microrganismos Sao 0s
fatores que mais frequentemente sofrem alteracdes (Al-Bataina, 2016), tendo impacto na
sua capacidade supressiva, sendo necessario determinar o periodo durante o qual os

compostos tém efeito no controlo de doencas das plantas.
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De acordo com Hoitink et al. (2001), nos compostos imaturos ndo se verifica
supressividade contra Pythium aphanidermatum em pepino, tal como Trichoderma spp.
ndo exerce controlo bioldgico de R. solani. Nestes casos, a sintese de enzimas liticas,
envolvidas no parasitimo dos patogénicos por Trichoderma, é reprimida na matéria
organica fresca devido as elevadas concentrac6es de glucose. Quando os teores de glucose
decrescem nos compostos, os esclerdcios de R. solani sdo destruidos, prevalecendo o
controlo bioldgico.

Quando a matéria organica estd excessivamente estabilizada, o decréscimo da atividade

microbiana tera impacto na reducdo do controlo bioldgico (Jambhulkar et al., 2015).

A manutencdo da capacidade supressiva de um composto ao longo de tempo é
fundamental, apesar de ainda né&o ser claro a influéncia da duragdo do armazenamento
dos compostos nesta capacidade (Saadi et al., 2010, Reis e Coelho, 2013). Este trabalho
pretende também responder as lacunas existentes na bibliografia acerca deste efeito,

nomeadamente quando 0s compostos sdo ou nao enriquecidos em antagonistas.

1.6. Importancia dos relvados

Os relvados sdo formacdes herbaceas com um interesse particular em diversas atividades
desportivas, pois constituem um piso muito favoravel a sua realizacdo. Na regido do
Algarve, a préatica desportiva de golfe é uma importante atividade econdmica, com
rendimentos diretos e indiretos, tendo esta regido recebido varias vezes o titulo de melhor
destino de golfe atribuido pela IAGTO (InternationalAssociation of Golf Tour Operators)
(Guerrero et al., 2008; Coelho et al., 2018). Nesta regido de Portugal, existem 37 campos
de golfe, correspondente a 43 percursos.

Os relvados sdo bastante suscetiveis a doencas foliares e do solo (Barker, 2001; Saharan
e Mehta, 2008), responsaveis por grandes encargos econémicos, nomeadamente com a
compra de pesticidas. A aplicacdo de compostos, para além de reduzir estes gastos, leva
também a reducdo da aplicacdo de adubos.

Nos relvados, sendo normalmente monoculturas, a microbiota dos solos é reduzida e
alterada, devido a aplicacéo de pesticidas sintéticos, aumentando a incidéncia de doencas
nas plantas (Xiong et al., 2016). De entre os fungos que causam doencgas nos relvados

destacam-se Clarireedia spp. e Rhizoctonia solani (Guerrero et al., 2008), estando
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também sujeitos ao aparecimento de novas doencas, como o caso de Curvularia trifolii
(Coelho et al., 2020), para as quais é necessario encontrar uma solucdo sustentavel. A
adequada manutencdo dos relvados é fundamental, uma vez que a sua méa qualidade causa
problemas estéticos e de inadequada capacidade para o jogo. No entanto, a gestdo
sustentavel é imprescindivel, reduzindo-se a utilizacdo de agua, energia, fertilizantes e
pesticidas sintéticos, 0s quais causam graves problemas, nomeadamente a resisténcias aos
fungicidas, alteragdes no ecossistema e riscos para a saide humana e animal (Johnson e
Atallah, 2006). A utilizacdo de compostos organicos pode contribuir para reduzir os
desequilibrios nos ecossistemas dos campos de golfe, aumentando o seu estado nutritivo

e favorecendo o controlo bioldgico das doengas de forma mais sustentavel.

1.7. A cultura de estévia

A estévia (Stevia rebaudiana Bertoni) pertence a familia das Asteraceas, com origem na
América do Sul. E uma cultura herbéacea de ciclo perene, ainda pouco estudada, mas que
apresenta grande potencial de desenvolvimento na Europa.

Nas folhas de estévia, a concentracdo dos glicosideos de esteviol é elevada, destacando-
se 0 esteviosideo, rebaudiosideo A e C, e dulcosideo A (Starrat et al. 2002). Estas
caracteristicas conferem a cultura uma grande importancia na indudstria alimentar, como
fornecedor de edulcorante, podendo ser um substituto dos adocantes sintéticos (Santos et
al., 2000). A utilizacdo de estévia pode ajudar a resolver alguns problemas de satide como
a diabetes e a obesidade (Chowdhury et al., 2022).

A estévia é pouco suscetivel a ataques de insetos, mas é atacada por alguns fungos
fitopatogénicos, nomeadamente, Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani, causando
grandes perdas de producdo (Ramesh et al., 2006; Yadav et al.,, 2011). Para a
sustentabilidade da cultura é fundamental encontrar solu¢Bes para minimizar os prejuizos
causados pelas doencas. Apesar de ndo ser uma cultura edaficamente exigente (Ramesh
et al., 2006), a aplicacdo de compostos ao solo, poderd aumentar a produtividade, pelo
aumento de nutrientes disponiveis, assim como contribuir para a prevencgao ou tratamento

de doengas.
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1.8. Hipdtese e objetivos

O carater inovador deste trabalho consiste na produgdo de compostos a partir de misturas
de residuos agroindustriais de diversas origens, entre 0s quais se encontram residuos
organicos ricos em quitina, com vista ao desenvolvimento de populacGes de antagonistas
que possam contribuir para o controlo biolégico de doencas do solo. Pretende-se, neste
trabalho, aprofunfar o conhecimento sobre a utilizacdo destes compostos.

Sendo a agricultura uma atividade vital para a economia do pais, é fundamental encontrar
alternativas sustentaveis de combate as doencas do solo, as quais causam grandes

prejuizos, minimizando assim o impacto ambiental da atividade.

Neste trabalho pretende-se estudar o efeito de residuos ricos em quitina, provenientes da
producdo de cogumelos, nas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos obtidos a
partir de misturas de outros residuos agroindustriais e na diversidade dos agentes de

controlo biologico isolados.

Em ensaios in vitro, recorrendo a testes de inibig&o de confronto direto, pretende-se testar
os fungos isolados contra os fitopatogénicos Clarireedia spp., Sclerotium rolfsii e
Rhizoctonia solani, frequentes em relvados e estévia. Por técnicas de biologia molecular
serdo identificados aqueles que mostrarem maior capacidade para inibir o crescimento

dos patogénicos.

Com o objetivo de avaliar a capacidade supressiva dos compostos obtidos, estes serdo
testados in vivo, no controlo de doencas provocadas por Clarireedia spp., S. rolfsii e R.

solani, bastante importante em agricultura.

Seré testado o efeito do enriquecimento dos compostos, com o fungo antagonista que
apresentar melhores resultados nos testes in vitro para os trés patogenicos em estudo. Os
compostos, com e sem enriquecimento, serdo testados em ensaios in vivo, em Agrostis

stolonifera e estévia, contra os patogénicos em estudo.

E ainda objetivo deste trabalho, determinar o periodo durante o qual 0s compostos (com
e sem enriquecimento) mantém a capacidade supressiva, sendo testados in vivo apés 0, 6

e 12 meses de armazenamento.

A Figura 1.4 esquematiza os objetivos pretendidos neste trabalho.
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Figura 1.4: Objetivos do trabalho.
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Capitulo 2

2.1. Resumo

A compostagem é um processo bioldgico que permite a transformacdo e valorizacao dos
residuos organicos em compostos, que podem ser aplicados na agricultura com imensos
beneficios. A quitina, presente em alguns residuos organicos, permite aumentar a
diversidade microbiana, aumentando a capacidade supressiva dos compostos obtidos,
responsavel pelo controlo bioldgico de doencas das plantas. Obtiveram-se dois
compostos, P1 e P2, em pilhas com reviramento manual. As misturas compostadas
incluiram residuos de laranja, bagaco de uva e aparas de relva para P1 (0,9:1:1,1 v/v), e
ainda residuos de producdo de cogumelos para P2 (1,8:1,5:0,2:0,5 v/v). Misturas idénticas
destes residuos organicos foram compostadas trés vezes, com um intervalo de doze meses
entre si. Os parametros fisicos, quimicos e bioldgicos foram monitorizados para controlar
0S processos de compostagem. A atividade microbiana foi comparada, nas principais
etapas da compostagem, por enumeracao de fungos, bactérias aerdbias, actinomicetos e
microrganismos quitinoliticos. Para estudar a capacidade antagonista dos microrganismos
presentes nos compostos, isolaram-se 0s fungos de ambos 0s compostos a partir de
amostras colhidas ap6s a fase termofilica (as amostras foram colhidas a cada duas
semanas) e no final dos processos de compostagem. Os isolados foram identificados
através das suas caracteristicas morfoldgicas (macro e microbioldgicas) e por técnicas de
biologia molecular. Os compostos obtidos apresentaram pH neutro, ligeiramente superior
em P2; o teor de azoto foi ligeiramente superior em P1. O composto P2 apresentou
maiores valores de matéria organica, populagdes microbianas mais elevadas e atividade
enzimatica superior. No total, foram isoladas 190 espécies de fungos em ambos 0s
compostos. Destas, 31 espécies apresentaram capacidade antagonista, sendo 14 (14/31)
isoladas de P1 e 17 (17/31) de P2. A presenca de residuos ricos em quitina na mistura
compostada terd contribuido para a maior diversidade microbioldgica e atividade

enzimatica no composto P2.

Palavras-chaves: Potencial antagonista, Fungos, Cogumelos, Supressividade,

Trichoderma spp.
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2.2. Introducéao

A compostagem é uma técnica de gestéo, tratamento e valorizacédo de residuos organicos,
reduzindo o seu impacto negativo no ambiente e dando origem a produtos, designados
por compostos, com aplicagdes agricolas relevantes (Barker, 2001), utilizados
principalmente como fertilizantes ou corretivos do solo, e como substratos horticolas. O
uso de compostos organicos para controlar doencas do solo, responsaveis por grandes
perdas econdmicas na agricultura (Mehta et al., 2014), foi sugerido pela primeira vez na
década de 1970 (Hoitink e Fahy, 1986). Desde entdo, o uso de compostos tem sido
relatado e desenvolvido para o controlo bioldgico de agentes fitopatogénicos (Hoitink e
Fahy, 1986; Borrero et al., 2009; Liu et al., 2016). A presenca de quitina nos residuos
compostados promove o desenvolvimento de organismos quitinoliticos, que podem
decompor a quitina em condi¢bes aerdbicas e anaerobicas, pela acdo da quitinase.
Residuos de fungos, como os da producao de cogumelos, podem ser uma fonte de quitina
(Lopez-Mondéjar et al, 2012), pois podem apresentar valores da ordem de 57,75 mg g*
de quitina (L6pez-Mondéjar et al., 2012). Espera-se que, 0s compostos enriquecidos com
quitina, tenham um potencial supressivo reforcado, causando a lise de organismos
fitopatogénicos com quitina na sua estrutura, responsaveis por doencas dos solos (Sharp,
2013; Brzezinska et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da quitina, de residuos da producéo de
cogumelos, nas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos de misturas de residuos

agroindustriais e na diversidade dos agentes de controlo bioldgico presentes.

2.3. Material e métodos
2.3.1. Processo de compostagem

Através da compostagem de residuos agroindustriais, com reviramento manual, foram
obtidos dois compostos, denominados P1 e P2. O composto P1 resultou de uma mistura
de residuos de laranja, proveniente de uma associacgdo de produtores da regido; bagaco de
uva, com origem numa adega, e aparas de relva de um campo de golfe (0,9:1:1,1, v/iv). O
composto P2 foi obtido com as mesmas matérias-primas, as quais foram adicionados
residuos de produgdo de cogumelos (Shiitake) (1,8:1,5:0,2:0,5, v/v). As pilhas de

compostagem, com um volume inicial de 1 m® de cada uma das misturas, foram colocadas
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dentro de um cilindro de rede metalica com malha quadrada de 5 cm, protegida com rede
plastica de sombreamento, para suporte das misturas, impedindo que estas caissem para
0 exterior. O volume de cada componente das misturas iniciais foi calculado de modo a
obter uma relacdo C/N inicial adequada e semelhante. As pilhas foram cobertas com
geotéxtil (17 g m), para ajudar a reduzir as perdas de calor do material sem comprometer
0 arejamento natural, e mantidas sob um abrigo para protecdo da chuva e do sol direto. A
compostagem destas misturas foi repetida trés vezes, para avaliagdo da qualidade do

composto.

Foram monitorizadas todas as fases do processo de compostagem. A temperatura foi
registada diariamente em quatro locais diferentes das pilhas, com uma sonda portatil (TP
62, Umwelt Elektronik GmbH & Co.KG, Alemanha) que registou a temperatura em 6
pontos diferentes, distanciados de 20 cm ao longo da sonda, com 1 m de comprimento.
Periodicamente recolheram-se amostras das misturas para analise. O pH foi determinado
em extrato aquoso (1:2 p/v) com um potenciometro (Crison Micro pH, 2001), e a
condutividade elétrica foi medida no mesmo extrato, apos filtragdo, com um medidor de
condutividade (Crison 522). Determinaram-se 0s teores de matéria organica e minerais
(Ramos et al., 1987), matéria seca (Martinez, 1992) e azoto Kjeldhal, e calculou-se a
relacdo C/N, com base no teor de carbono estimado na matéria organica (58 %) e no de
azoto. O indice de Zucconi (Zucconi et al., 1985) dos compostos, que indica a auséncia
de substancias fitotoxicas, foi avaliado apds o teste de germinacéo de Lepidium sativum
L.. Valores do indice de Zucconi abaixo de 65-70% indicam a possivel presenca de
substancias toxicas. O teor de quitina dos residuos da producdo de cogumelos foi

determinado de acordo com Nitschke et al. (2011).

Segundo Suérez-Estrella et al. (2013), foram consideradas, com base na variagcdo de

temperatura, cinco etapas de compostagem, (Quadro 2.1).
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Quadro 2.1: Fases da compostagem e o dia de inicio de cada fase.

Fase Designagéo Dias de compostagem
Inicio RM 0
Termofilica TP 7
Arrefecimento CP 70
Maturacao MP 98

Final FP 112

RM, material no inicio da compostagem; TP, fase termofilica; CP fase de arrefecimento;
MP, fase de maturacdo; FP, fase final, nas compostagens realizadas.

Em cada fase de compostagem, foram realizados testes microbioldgicos para enumeragéo
de microrganismos. Prepararam-se suspensdes de amostras de composto em solugéo
salina tamponada com fosfato, com as quais se prepararam dilui¢cbes decimais em seérie,
e efectuou-se a sua inoculacdo em meios de cultura adequados para avaliar o crescimento
de microrganismos. Os fungos foram cultivados em placas de “Potato Dextrose Agar”
(PDA) (Biokar, Franca) e incubados a 25 + 2 °C e 55 * 2 °C por 24-48 horas; bactérias
aerobicas totais foram cultivadas em Plate Count Agar (PCA) (Oxoid, Inglaterra) a 25 +
2 °C e 55 + 2 °C por 24-48 horas; actinomicetos, em 1/2PCA a 25 £ 2 °C e 55 + 2 °C por
24-48 horas (Coelho et al.,, 2013); microrganismos aerdbios quitinoliticos foram
cultivados em meio de sal mineral (MSM) com quitina e agar, a 28 = 2 °C por 5 dias
(Alfano et al., 2011). Os microrganismos aerobios celuloliticos foram cultivados em
MSM, com tiras de papel filtro de 0,5 x 8,0 cm como fonte de carbono, incubados a 37 £
2 °C por 15 dias (Alfano et al., 2011). Para a enumeragéo de fungos, bactérias aerdbias,
actinomicetos e microrganismos quitinoliticos, os meios de cultura foram inoculados pela
técnica de espalhamento a superficie, recorrendo a uma ansa de Drigalsky. A enumeracao
dos microrganismos celuloliticos ocorreu em meio liquido e foi aplicada a técnica do

Numero Mais Provavel (Sutton, 2010). Estes ensaios foram realizados em triplicado.

A atividade enzimatica foi avaliada, na fase termofilica e ao final dos processos de
compostagem, utilizando o sistema API-ZYM™ (bioMérieux, Roma, Italia), de acordo

com as normas do fabricante.
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No final da compostagem, ao 112° dia, foram avaliadas as propriedades fisicas dos
compostos, nomeadamente a curva de retencao de agua e a densidade aparente (De Boodt
etal., 1974).

2.3.2. lIsolamento de agentes de controlo bioldgico

No final da fase termofilica (CP e MP) e no final do processo de compostagem (FP), entre
os dias 70 e 112, os fungos de ambos os compostos foram cultivados em PDA e isolados
em cultura pura. A primeira etapa de identificacdo foi realizada por observacdo
microscopica e macroscépica das caracteristicas culturais e morfoldgicas dos organismos
em estudo. Dos fungos identificados, foram selecionados os géneros que apresentaram
propriedades antagonistas. Estes fungos foram submetidos a testes de inibicdo pela
técnica de confronto direto (Magan e Lacey, 1984), contra Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii e Clarireedia spp.. Os ensaios foram realizados em meio de cultura PDA. Apos a
realizacdo dos testes de inibicdo in vitro, os fungos que apresentaram taxa de inibi¢ao
acima de 50% (procedimento descrito no préximo capitulo), foram identificados por
técnicas moleculares. A identificacdo dos fungos foi feita pela analise das sequéncias
nucleotidicas da regido ITS1-5.8S-1TS2 utilizando os primers ITS1 e ITS4 (White et al.,
1990). As pesquisas BLAST do GenBank mostraram uma alta similaridade da sequéncia
isolada. Os fungos que apresentaram capacidade antagonista foram mantidos em meios
de cultura PDA e Corn Meal Agar (CMA).

2.3.3. Analise estatistica

As caracteristicas fisicas e quimicas dos compostos P1 e P2 foram submetidas a um teste
t de Student, usando o programa IBM SPSS Statistics ver. 25 (IBM Corp., 1989-2017,
EUA).
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2.4. Resultados e discussao

2.4.1. Processo de compostagem

O teor de quitina nos residuos de cogumelos foi de 5,1 % (p/p), valor semelhante ao citado
por Lopez-Mondéjar et al. (2012). Ambos os processos de compostagem tiveram um
desenvolvimento conforme o esperado. A fase termofilica foi alcancada 3 e 5 dias ap6s o
inicio da compostagem em P1 e P2, respetivamente. A temperatura atingiu um valor
superior em P1, provavelmente devido a menor relacdo C/N inicial. Durante 0s processos
de compostagem, as misturas foram reviradas cinco vezes, promovendo a degradacdo de
toda a matéria-prima por atividade microbiana e homogeneizando as misturas finais.
Considerou-se que a compostagem foi concluida aos 112 dias apds o seu inicio, altura em

a temperatura dos materiais atingiu a temperatura ambiente e permaneceu estavel.

No primeiro dia de compostagem (RM) ndo foram observadas diferencas significativas
entre as populagdes dos organismos (Quadro 2.2). No entanto, desde o inicio da fase
termofilica, ocorreram diferencas significativas ao longo da compostagem (Quadro 2.2).
Como esperado, devido ao maior teor de quitina em P2, as maiores populacbes de
organismos quitinoliticos foram quantificadas neste composto, em todas as fases de
compostagem (exceto no inicio, conforme referido). Somente no final da compostagem
se registaram diferencas nas populagdes dos organismos celuloliticos, sendo os valores
superiores em P2. As populacdes de bactérias e fungos mesofilos também foram
significativamente superiores em P2 (Quadro 2.2). Esses resultados podem ter sido

impulsionados pela presenca dos residuos de cogumelos na mistura P2.
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Quadro 2.2: Populagdes de microrganismos (ufc g composto) durante a compostagem.

S C Bactérias Fungos Actinomicetos Quit. Celul. ACB
25°C 55°C 25°C 55°C 25°C 55°C 25°C  25°C
RM P1 2.0x10° 1.3x10° 7.6x10® 3.0x107 1.2x10° 6.3x10° 2.0x10°® 3.8x10* -
P2 5.6x10° 1.2x10® 6.2x10® 7.0x107 1.5x10° 3.2x10° 1.0x10® 4.5x10* -
TP P1 2.0x10° 1.5x10%* 7.5x10%* 5.0x10® 2.8x10° 3.3x10° 5.3x10%*** 45x10* -
P2 1.2x10%° 1.9x107* 5.7x10*%* 1.6x10% 1.1x10° 1.7x10° 5.5x10°*** 4.0x10* -
CP P15.0x10'™* 1.4x10%* 4.0x10%® 2.2x10% 1.6x10% 1.5x107 2.2x10%*** 1.0x10* 2
P21.9x10%%* 2.9x10% 1.0x10° 2.2x10% 7.0x107 9.6x107 1.1x10%*** 95x10° 2
MP P1 2.3x10° 9.0x107 1.7x10% 2.5x10™* 5.1x107 1.9x10% 2.8x10"*** 2.4x10* 3
P2 6.7x10° 1.5x10° 4.5x10%°* 2.9x10% 1.0x10% 2.1x107 1.5x107*** 4.9x10* 5
FP P1 6.0x10% 8.0x107 7.6x10'%* 3.1x107 2.4x107 7.3x107 1,9x10%** 3.1x10°* 9
P22.0x10%* 1.3x10° 5.3x10** 1.9x10° 6.9x107 2.4x107 1.6x107** 7.8x10°* 10
Total 31

S, fase de compostagem; C, composto; RM, mistura inicial; TP, fase termofilica
(temperatura > 60 °C); CP, Fase de arrefecimento (temperatura < 45 °C); MP, Fase de
maturacgdo (temperatura < 30 °C); FP, Fase final a temperatura ambiente; P1, composto
P1; P2, composto P2; T, turfa; Quit, microrganismos quitinoliticos; Celul.,
microrganismos celuloliticos; ACB, Agentes de controlo bioldgico isolados e
identificados em cada fase. Para cada fase de compostagem: *p<0.05; **p < 0.01; ***p
<0.001.

Durante as compostagens, verificou-se que o teor de matéria organica foi
significativamente mais alto em P2, principalmente durante as fases de arrefecimento, de
maturagdo e final (Quadro 2.3). O carbono da matéria orgénica utilizado pelos
microrganismos durante o processo de compostagem (Day e Shaw, 2005; Sullivan e
Miller, 2005) é perdido para a atmosfera como CO: (Sullivan e Miller, 2005),
contribuindo para a reducdo do teor de matéria organica. Tal como referido por Day e
Shaw (2005), observou-se, em ambas as pilhas, uma reducéo gradual do teor de matéria
organica durante a compostagem, exceto no TP para P1, e TP e CP para P2,
provavelmente devido a heterogeneidade do material, que pode ter afetado a
representatividade das amostras recolhidas (Quadro 2.3).
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Quadro 2.3: Propriedades dos compostos analisadas em diferentes fases dos processos de
compostagem.

S C pH CE MO N CIN MS ind. de
(dS m?) (%) (%) (%) Zucconi
(%)

RM P1 6.27 0.96 75.0 1.55 29.9 30.4 -
P2 6.07 1.71 78.7 1.74 21.5 31.1 -

T P1 4.79 1.60 81.8 1.70 28.7 34.9 -
P2 5.12 191 83.0 1.77 27.5 355 -

CP Pl 7.16*** 1.45 75.7* 1.72 25.5 45.0 74.5
P2  7.51*** 1.77 84.7* 1.84 217.2 39.7 75.0

MP  P1 7.10*** 1.67 70.9***  1.88 21.9***  49.1** -
P2  7.40%** 2.22 81.6***  1.72 27.5***  43.1** -

FP P1 7.06*** 1.76* 68.6*** 1.99*  20.1*** 50.3 85. 24
P2 7.33*** 267* 8lL1*** 168*  28.9*** 46.5 91.8%***

S, fase de compostagem; C, composto; P1, composto P1; P2, composto P2; CE,
condutividade elétrica; MO, matéria organica; N, azoto; C/N, razdo C/N; MS, matéria
seca; Ind. de Zucconi, Indice de Zucconi; RM, mistura inicial; TP, Fase termofilica
(temperatura > 60 °C); CP, Fase de arrefecimento (temperatura < 45 °C); MP, Fase de
maturacdo (temperatura < 30 °C); FP, Fase final a temperatura ambiente, Para cada fase
de compostagem: * p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001.

Em ambas as pilhas, o pH variou como esperado: verificou-se uma rapida diminuigdo
inicial do pH (Quadro 2.3), como consequéncia da producéo dos acidos organicos (Torres
et al. 2003), seguida de um aumento, provavelmente como resultado da formacéo de
amonia devido & decomposicdo de proteinas (Day e Shaw, 2005). Durante as fases CP,

MP e FP, o pH manteve-se mais elevado em P2 (Quadro 2.3)

O teor de azoto Kjeldhal aumentou durante a compostagem de P1, e diminuiu em P2 apds
a fase de maturagdo (Quadro 2.3). Este aumento do teor de azoto é explicado por um
efeito de concentracdo devido a reducdo da massa dos materiais iniciais. Durante a
compostagem ndo ocorreu lixiviagdo do azoto de forma sensivel porque as pilhas foram
protegidas da chuva e o material foi cuidadosamente humedecido, por pulverizacido

manual para evitar excesso de aplicacdo de &gua e 0 seu escoamento consequente. No
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final da compostagem, o teor de azoto situou-se dentro do nivel 6timo para compostos
organicos (Ferreira et al. 2002), sendo significativamente diferente: 1.99 % em P1 e 1.68
% em P2 (Quadro 2.3). O maior teor de azoto, determinado em P1, pode ter sido causado
pela maior proporcao de aparas de relva nesta mistura. A relagdo C/N diminuiu em P1,
como esperado, mas aumentou ligeiramente em P2, devido a reducdo do azoto (Quadro
2.3).

O indice de germinagdo (IG), indicador da presenca de substancias fitotoxicas nos
compostos, atingiu valores adequados no dia 70, durante a fase de arrefecimento. No final
da compostagem, o IG atingiu 85.2 % em P1 e 91.8 % em P2 (Quadro 2.3), acima do
minimo necessario indicando, segundo Zucconi et al. (1985), a auséncia de problemas de
fitotoxicidade nos compostos (65 a 70%).

Em relacdo as caracteristicas fisicas dos compostos, P2 apresentou maior teor de agua

dificilmente utilizavel e densidade do solo (Quadro 2.4).

Quadro 2.4: Algumas caracteristicas fisicas dos compostos, no final dos processos de
compostagem.

CA EAW RW DAW Daps
P1 39.8 20.7 2.56 19.6*** 0.266***
P2 30.4 125 3.6 38.0*** 0.218***

P1, composto Pl; P2, composto P2; CA, capacidade de arejamento; EAW, agua
facilmente utilizavel, RW, agua de reserva; DAW é&gua dificilmente utilizavel; Daps,
densidade aparente. Para cada caracteristica fisica: * p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Na fase final da compostagem ambos 0s compostos apresentaram caracteristicas
adequadas para aplicagdes agricolas, nomeadamente P2, com maior teor de matéria

organica e maior Indice de Zucconi (Quadro 2.3).
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2.4.2. Atividade enzimatica

Durante a fase termofilica, ao 56° dia apds o inicio da compostagem, a atividade
enzimatica foi maior em P2. A atividade de B-glicuronidase, N-acetilglicosaminidase e

cistina arilamidase foi observada apenas em P2 (Figura 2.1).

Alkaline phosphatase
a-fucosidase 5 Esterase C4

a-mannosidase Esterase Lipase C8
Lipase C14

N-acetyl-f-...

B-glucosidade Leucine arylamidase

Valine arylamidase

Cystine arylamidase

B-galactosidase Trypsin

a-galactosidase . a-Chymotrypsin
Naphthol-AS-BI-...  Acid phosphatase =~ _o—p1 —a—PpP2

Figura 2.1: Atividade enzimética na fase termofilica, dia 56. P1, composto P1; P2,
composto P2; N-acetil-B, N-acetil-B-glucosaminidase; Naftol-AS-Bl, Naftol-AS-BI-
fosfohidrolase.

No final dos processos de compostagem, no dia 112, as enzimas fosfatase alcalina,
esterase C4, esterase lipase C8, lipase Cl14, o galactosidase, a fucosidase e N-
acetilglucosaminidase estavam ativas em ambos 0s compostos, porém mais intensamente
em P2 (Figura 2.2).

39



Capitulo 2

Alkaline phosphatase
a-fucosidase 5 Esterase C4

a-mannosidase o\ Esterase Lipase C8
N-acetyl-B-... \ Lipase C14

B-glucosidade

a-glucosidase Valine arylamidase

B-glucuronidase Cystine arylamidase

B-galactosidase® Trypsin

a-galactosidase a-chymotrypsin

Naphthol-AS-BI-.. AC|d phosphatase —O-P1 —A—P?

Figura 2.2: Atividade enzimatica no final dos processos de compostagem, dia 112. P1,
composto P1; P2, composto P2; N-acetil-, N-acetil-B-glucosaminidase; Naftol-AS-BlI,
Naftol-AS-BI-fosfohidrolase

O maior teor de matéria organica, bem como algumas propriedades fisicas de P2, podem
ter contribuido para o aumento das populacdes de microrganismos e, portanto, para maior
manifestacdo de atividade enzimatica. As enzimas micoliticas, possuindo atividade
antifingica, podem ser utilizadas no controlo biolégico de doencas do solo. A
concentracdo de N-acetilglucosaminidase foi maior em P2, resultante da hidrélise
enzimatica completa da quitina, um polissacarideo composto por um polimero de cadeia

longa de N-acetilglucosamina (Brzezinska et al., 2014).

2.4.3. lIsolamento e identificacdo dos organismos antagonistas

Durante a compostagem, foram isoladas 190 espécies de fungos em ambas as pilhas. A
identificacdo foi realizada durante as fases CP, MP e FP, quando ocorreu a recolonizacéo
por microrganismos benéficos. Em P1 foram identificados catorze espécies de fungos
potencialmente antagonistas e dezassete em P2. A maioria das espécies de fungos isoladas
ocorreu em ambos os compostos, no entanto algumas foram observadas apenas num
deles: F. keratoplasticum apenas em P1; T. asperellum, Beauveria pseudobassiana,

Bionetria ochroleuca e Clonostachys rosea apenas em P2 (Quadro 2.5).
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Quadro 2.5: Fungos potencialmente antagonistas isolados dos compostos obtidos.

Estirpe isolada — Codigo de Laboratorio

Composto P1 Composto P2

Trichoderma atroviride — A Trichoderma atroviride — D
Purpureocillium sp. - A T. atroviride — E
Purpureocillium sp. - B T. atroviride — F

Fusarium keratoplasticum - A Beauveria pseudobassiana - A
Fusarium oxysporum — A T. atroviride — G

F. oxysporum - B T. asperellum - A
Penicillium sp. - A Penicillium sp. - B

F. keratoplasticum - B T. atroviride— H

T. atroviride — B Purpureocillium sp. - E

T. atroviride — C Bionetria ochroleuca — A
Purpureocillium sp. - C B. ochroleuca— B
Purpureocillium sp. - D Fusarium oxysporum - C
Fusarium lichenicola - A F. oxysporum — C
Metarhizium anisopliae - A B. ochroleuca - C

F. lichenicola - B
Metarhizium anisopliae - B

Clonostachys rosea - A

As espécies mais importantes, considerando a sua capacidade antagonista, foram
Trichoderma spp. (T. asperellum e T. atrivoride) (Benitez et al., 2004). O maior numero
de antagonistas encontrados no composto P2, pode ter sido causado pela mistura
enriquecida com quitina na compostagem da mistura P2. A quitina, o segundo polimero
mais abundante depois da celulose. E dificil de degradar, mas alguns organismos, como
os fungos quitinoliticos, sdo capazes de o fazer. Os microrganismos produtores de
quitinase, podem inibir o crescimento de muitos fungos fitopatogénicos (Brzezinska et
al., 2014). Os fungos quitinoliticos, apds colonizarem o composto e degradarem a quitina
presente nos residuos de cogumelos, sdo capazes de inibir o crescimento de outros fungos
com quitina na sua estrutura. T. harzianum e T. atroviride, produtores de enzimas

micoliticas, apresentam atividade antifungica capaz de inibir fungos patogénicos, como
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S. rolfsii e R. solani (Brzenzinska et al., 2014; Coelho et al., 2018). Alguns fungos
também podem apresentar potencial para o controlo bioldgico de determinadas
populacbes de insetos (Herrera-Estrella e Chet, 1999). Os fungos entomopatogénicos,
aparentemente superam as barreiras fisicas dos hospedeiros, produzindo multiplas
enzimas extracelulares, incluindo enzimas quitinoliticas, que ajudam a penetrar na
cuticula e facilitam a infecdo. O controle de doencas e pragas de plantas por agentes

bioldgicos é uma técnica promissora, alternativa ao uso de produtos quimicos.

2.5. Conclusodes

Os processos de compostagem originaram compostos com qualidade agricola, permitindo
a valorizacao de residuos agroindustriais e contribuindo para a sustentabilidade agricola.
Durante os processos de compostagem, foram isolados e identificados potenciais agentes
de controle bioldgico contra doencas de plantas. P2 apresentou melhores propriedades
fisicas e quimicas, maior diversidade microbiana com maior atividade enzimaética,
nomeadamente  N-acetilglucosaminidase, responsavel pela decomposicdo da
glucosamina, componente da quitina. O maior nimero de antagonistas foi também

isolado do composto P2, contribuindo para a reducéo de fitofarmacos na agricultura.
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3.CAPITULO 3

Aplicacdo de compostos organicos para suprimir doencas de

relvados de Agrotis stolonifera
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3.1. Resumo

Os relvados sao suscetiveis a varias doencas causadas por fungos, sendo necessario
reduzir o seu controlo quimico devido ao impacto ambiental que estes produtos causam,
pela legislacdo atualmente em vigor e pelo possivel desenvolvimento de resisténcia aos
fungicidas. Este estudo foi realizado durante trés anos, tendo como objetivo avaliar o
efeito antagonista da microbiota associada aos compostos organicos. Foram produzidos
dois compostos, P1 e P2, a partir de residuos agroindustriais. Os fungos de ambos 0s
compostos foram isolados e identificados, tendo sido avaliada a sua capacidade
antagonista, em testes in vitro e in vivo, contra Sclerotium rolfsii Sacc, Clarireedia gen.
nov. (anteriormente Sclerotinia homeocarpa (Benn, 1937)) e Rhizoctonia solani (Kiihn
1858). Os ensaios in vivo foram realizados com Agrostis stolonifera L., semeada em vasos
de 100 mL contendo os compostos P1, P2 e um substrato comercial & base de turfa (P)
(Hansa Torf Floragard, Alemanha). Amostras dos substratos P1, P2 e P foram submetidas
a um tratamento térmico, obtendo-se assim os substratos Pt, P1t e P2t. As propriedades
antagonistas de P, P1 e P2 foram comparadas com substratos com tratamento térmico.
Nos testes in vitro, Trichoderma atroviride e Trichoderma asperellum apresentaram
crescimento superior aos agentes patogénicos testados. T. atroviride apresentou a melhor
capacidade antagonista, com percentagens de inibicao de 67.5%, 63.8% e 62.5% contra
Clarireedia spp., S. rolfsii e R. solani, respetivamente. Nos testes in vivo, a eficacia e o
indice de controlo biolégico (BCI) foram maiores em P1 e P2 do que em P. O BCI variou
de 1.66 (Pt) a 39.03 (P2) no controlo de S. rolfsii, de 1.38 (Pt) a 14.66 (P1) no controlo
de Clarireedia spp. e de 1.87 (Pt) a 21.45 (P1) no controlo de R. solani. Na relva, o
composto P2 apresentou o maior efeito supressivo nas doencas do solo estudadas, o que

ndo ocorreu quando a sua microbiota foi eliminada por tratamento térmico.

Palavras-chave: azoto, boas praticas agricolas, doencas das plantas, manutencdo de

relvados

46



Capitulo 3

3.2. Introducéao

A compostagem é um método de tratamento de residuos sélidos, os quais sao
biologicamente decompostos sob condic¢des controladas, atingindo um estado em que
podem ser manuseados, armazenados ou aplicados no solo sem afetar o0 meio ambiente
(Golueke, 1991). O processo de compostagem depende de fatores fisicos e quimicos
como a temperatura, o arejamento, a humidade e relagdo C/N (Boulter et al., 2000; Day
e Shaw, 2005).

Na regido do Algarve, a pratica de golfe é uma atividade econdémica importante, com
rendimentos diretos e indiretos. Nesta regido de Portugal, existem cerca de 40 campos de
golfe, com uma é&rea estimada de 2 000 ha de relva. E fundamental uma correta
manutencédo sustentavel dos relvados, dado tratar-se de uma cultura bastante suscetivel a
doencas foliares e do solo (Barker, 2001; Saharan e Mehta, 2008), que causam alteracdes
estéticas, impossibilitando a utilizacdo dos greens, responsaveis por grandes perdas
econodmicas. O uso de fungicidas sintéticos, para o controlo de agentes fitopatogénicos,
tem causado diversos problemas, como a resisténcia dos fungos, desequilibrio do
ecossistema devido aos efeitos toxicos e riscos para a saide humana e animal (Johnson e
Atallah, 2006). A utilizacdo de compostos organicos pode contribuir para reduzir os

desequilibrios nos ecossistemas dos campos de golfe.

O interesse crescente pela protecdo do meio ambiente e da salde puablica levou a
necessidade de encontrar alternativas, levando a procura de estratégias para reduzir o uso
de produtos sintéticos, como fertilizantes e pesticidas (Bonanomi et al., 2010). Além
disso, quer a legislacdo europeia (Diretiva 2009/128/CE, de 21 de outubro) quer a
nacional (Lei portuguesa 26/2013, de 11 de abril) direcionam as praticas culturais para a

reducdo de pesticidas (Trillas et al., 2006).

Os compostos organicos apresentam uma capacidade supressiva natural contra
microrganismos patogénicos de plantas, nomeadamente Fusarium spp., Rhizoctonia spp.,
Pythium spp., Phytophtora spp., Ralstonia solanacearum em diferentes plantas
(Cotxarrera, et al., 2002; Pugliese et al., 2008; Borrero et al., 2009; Alfano et al., 2011,
Castario et al., 2011; Castafio et al., 2013; Jambhulkar et al., 2015; Liu et al., 2016). A
supressdo de doencas € um processo que depende da constituicdo da comunidade
microbiana e do aumento da capacidade competitiva de microrganismos benéficos contra

os fitopatogénicos (Liu et al., 2016).
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O uso de microrganismos antagonistas é uma alternativa e uma abordagem atrativa para
o controlo de doengas, que se tem mostrado economicamente sustentavel e compativel
com o0 meio ambiente, sem o impacto negativo dos produtos quimicos (Barker, 2001;
Stowell e Gelernter, 2001; Trillas et al., 2006); Dempsey et al., 2012; Gan e Wickings,
2017). Os agentes de biocontrolo sdo de facil aplicagdo, podem ativar mecanismos de

resisténcia das plantas e contribuir para melhorar o seu crescimento.

Trichoderma spp. € um agente de controlo bioldgico, que tem sido estudado com sucesso
em inUmeras culturas, contra diferentes doencas de plantas (Trillas et al., 2006, Rossi e
Pattori, 2009, Huang et al., 2012, Coelho et al., 2016, Hirpara et al., 2016).

Os relvados sdo suscetiveis a uma grande variedade de agentes patogénicos fungicos do
solo, sendo Sclerotium rolfsii, Clarireedia spp. (identificada como Sclerotinia
homeocarpa por Benn (1937) e Rhizoctonia solani entre as mais frequentes. Os sintomas
de Sclerotinia spp. podem persistir desde o inicio do verdo até o inicio do outono (Saharan
e Mehta, 2008) em zonas climaticas tropicais quentes (Burpee e Martin, 1992). A
cobertura dos relvados com composto, sozinho ou em mistura com areia, pode aumentar
a atividade microbiana do solo e, consequentemente, a capacidade supressiva para varias
doengas do relvado. A capacidade supressiva de compostos produzidos a partir de
residuos agroindustriais foi estudada durante trés anos. Foram identificados fungos
potencialmente antagonistas e avaliado, in vitro, o seu efeito antagonista. Para avaliar a
capacidade supressiva dos compostos obtidos, semeou-se relva (Agrostis stolonifera L.,
var. T1), uma das principais espécies utilizadas nos greens dos campos de golfe, usando,
como substrato, os dois compostos organicos. Relativamente a doenca, avaliou-se a
incidéncia, o nimero de manchas causadas, a area afetada, a severidade, &rea sob curva

de progresso da doenca (AUDPC), a sua reducéo e o indice de Controlo Bioldgico (BCI).

3.3. Material e métodos

Os ensaios de supressividade, in vivo, decorreram no Campus de Gambelas da
Universidade do Algarve, Portugal (37°02'35.45"N, 7°58'20.64"W).
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3.3.1. Producédo de compostos organicos

Foram produzidos, por compostagem de residuos agroindustriais, dois compostos, P1 e
P2, em pilhas com arejamento por revolvimento. O composto P1 foi obtido com uma
mistura de residuos de laranja, provenientes de uma central citricola, aparas de relva de
campos de golfe e bagaco de uva de uma adega (0,9:1,1:1 v/v). O composto P2 foi
produzido com as mesmas matérias-primas, as quais foram adicionados residuos da
producgéo de cogumelos (Shiitake) (1,8:0,2:1,5:0,5 v/v). As misturas foram preparadas de
forma a obter a relacdo C/N inicial semelhante em ambas as pilhas. Inicialmente o volume
de cada pilha de compostagem, P1 e P2, era de 1 m®. Para proteger as pilhas da chuva e
do sol direto, estas foram construidas debaixo de telhado, e cobertas com material
geotéxtil. A compostagem foi repetida trés vezes consecutivas, tendo inicio na mesma
época do ano (margo — abril). Durante os processos de compostagem, a temperatura foi
medida diariamente, em quatro locais diferentes das pilhas, com sondas portateis (TP 62,
Umwelt Elektronik GmbH & Co0.KG, Alemanha), registando-se os valores da
temperatura em 6 pontos diferentes, distanciados 20 cm ao longo da sonda. O pH foi
determinado em extrato aquoso (1:2 p/v) com um potenciometro (Crison Micro pH,
2001), e a condutividade elétrica foi medida no mesmo extrato, apés filtracdo, com um
medidor de condutividade (Crison 522). Também foram quantificados os teores de
matéria organica e mineral (Ramos et al., 1987), o de matéria seca (Martinez, 1992), a
relacdo C/N, o teor de azoto Kjeldhal e as populacGes microbioldgicas. O indice de
Zucconi dos compostos (Zucconi et al., 1985), que indica a auséncia de substancias
fitotoxicas, foi avaliado apos a realizacdo de testes de germinacdo, usando sementes de
Lepidium sativum L. Os valores do indice de Zucconi abaixo de 65-70% indicam a
possivel presenca de substancias toxicas. A avaliacdo microbioldgica dos compostos foi
realizada pela enumeragdo de fungos e bactérias em meios de cultura adequados. As
amostras foram suspensas em solugdo salina tamponada com fosfato, seguindo-se a
preparacdo de diluicBes decimais seriadas e a inoculacdo em meio de cultura adequado
para o crescimento do microrganismo em estudo. Para enumeracdo de fungos, bactérias
aerobias, actinomicetos e microrganismos quitinoliticos, os meios de cultura foram
inoculados pela técnica de espalhamento a superficie em placa. A enumeracdo dos
microrganismos celuloliticos, ocorreu em meio liquido, recorrendo-se a técnica do

NUmero Mais Provavel (Sutton, 2010).
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Os fungos foram cultivados em meio Potato Dextrose Agar (PDA) (Biokar, Franca) e
incubados a 25 + 2 °C e 55 + 2 °C por 24-48 horas; as bactérias aerdbias totais, em Plate
Count Agar (PCA) (Oxoid, Inglaterra), a 25 £ 2 °C e 55 + 2 °C por 24-48 horas; 0s
actinomicetos, em %2 PCA a 25 + 2 °C e 55 + 2 °C por 24-48 horas (Coelho et al., 2013);
0S microrganismos aerobicos quitinoliticos foram cultivados em meio de sal mineral
(MSM) adicionado de quitina e agar, incubados a 28 + 2 °C durante 5 dias (Alfano et al.,
2011). Os microrganismos aerobicos celuloliticos foram cultivados em MSM com tiras
de papel filtro de 0.5 x 8.0 cm como fonte de carbono, incubados a 37 + 2 °C durante 15

dias (Alfano et al., 2011). Estes ensaios foram realizados em triplicado.

No final dos processos de compostagem, ap6s 112 dias, foram avaliadas as propriedades
fisicas dos compostos, nomeadamente a curva de retencdo de agua e a densidade aparente
(De Boodt et al., 1974).

3.3.2. Isolamento e identificacdo de agentes de controlo bioldgico

No final da fase termofilica (periodo de arrefecimento) e durante a fase final do processo
de compostagem (entre os dias 70 e 112), os diferentes fungos quantificados em ambas
as pilhas, foram isolados e mantidos em cultura pura, tanto em PDA como em Corn Meal
Agar (CMA). Para identificacdo dos diferentes organismos, as suas caracteristicas
culturais e estruturais foram estudadas através da observacdo macroscopica e
microscopica. Apos os testes de inibicdo de crescimento in vitro, os fungos que
apresentaram uma taxa de inibicdo superior a 50% (procedimento descrito em 3.3.3)
foram identificados por técnicas moleculares. A identificacdo das espécies de fungos foi
feita pela analise das sequéncias nucleotidicas da regido ITS1-5.8S-ITS2 utilizando os
primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). As pesquisas BLAST do GenBank mostraram
uma alta similaridade da sequéncia isolada. Os fungos que apresentaram capacidade

antagonista foram mantidos em meio de cultura PDA e CMA.

3.3.3. Capacidade antagonista — Testes in vitro

Os fungos isolados dos compostos foram testados, in vitro, quanto a sua capacidade
antagonista, contra S. rolfsii, Clarireedia spp., provenientes da colecdo da Universidade

de Sevilha e R. solani, da Universidade de Barcelona, utilizando a técnica de confronto

50



Capitulo 3

direto (adaptado de Dennis e Webster, 1971; Chen et al., 2016). Para tal, foram colocados
na superficie dos meios de cultura, um disco com micélio em crescimento ativo do fungo
patogénico e outro com micélio do antagonista, separados por 3 cm. Os organismos
tinham sido cultivados durante sete dias em PDA. Cada fungo também foi cultivado
individualmente para avaliar a sua taxa de crescimento. Todos os ensaios foram realizados
em triplicado e com trés repeti¢fes. As placas inoculadas foram incubadas no escuro a 25
+ 2 °C. O raio da zona de crescimento de cada fungo, foi medido diariamente, permitindo
o calculo da percentagem de inibicéo (IP), de acordo com a seguinte formula:

_ (Rc—R1)
Rc

IP (%) x 100

Onde:
Rc = raio do crescimento do patogénico cultivado individualmente

R1 = raio do crescimento do patogénico na presenca do antagonista

3.3.4. Capacidade antagonista - Ensaios in vivo

Para avaliar a capacidade supressiva dos compostos P1 e P2 in vivo, semeou-se relva
(Agrostis stolonifera L. var. T1) em vasos de 100 mL, em estufa ndo aquecida. O ensaio
foi instalado com seis tratamentos diferentes: turfa (P) (Hansa Torf Floragard,
Alemanha), compostos P1 e P2, e 0s mesmos substratos submetidos a um tratamento
térmico (t) a 60 °C durante sete dias, denominados Pt, P1t e P2t, respetivamente. Cada
tratamento foi constituido por cinco vasos, com quatro repeti¢des. Quando a relva cobriu
toda a superficie dos substratos, foram inoculados os agentes patogénicos S. rolfsii,
Clarireedia spp. e R. solani, cultivados previamente em cultura pura, no meio de cultura
PDA, durante sete dias. A inoculagao dos substratos foi feita colocando um disco de PDA,
com 6.5 mm de didmetro, contendo micélio em crescimento ativo. No ensaio com S.
rolfsii, além do disco com o micélio, também foram adicionados dois esclerécios em cada
vaso. Os trés patogénicos estudados foram inoculados simultaneamente. Os substratos
submetidos ao tratamento térmico e inoculados com os fungos patogénicos foram

utilizados como controlo positivo; os substratos submetidos a tratamento térmico, mas
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ndo inoculados, constituiram o controlo negativo. Para conservar a humidade e a
temperatura do ar, os vasos foram mantidos dentro de um tunel e no interior da estufa. A
temperatura do ar e a humidade relativa do ar proximo as plantas foram registadas
diariamente. As plantas foram irrigadas por microaspersdo, para manter alta a humidade
do ambiente. A adubacao foliar com azoto (18 % N e 8 % matéria organica) foi aplicada
semanalmente com adubo organico-mineral (Ret-Sul, Eibol, Espanha), na concentragédo
recomendada pelo fabricante de 150 mL 100L?, correspondente a 4.5 kg de azoto hat. A
relva foi cortada semanalmente com auxilio de uma tesoura. Os ensaios em estufa foram
realizados trés vezes, com um intervalo de oito a dez meses. Para cada ensaio, foi
preparado um novo composto, usando a mesma mistura de materiais e técnica de
compostagem. Para determinacdo da severidade e da incidéncia da doenca, foram
registados, semanalmente, em todos 0s vasos o nimero de manchas causadas pela doenca
assim como a area afetada. A severidade da doenca foi avaliada de acordo com a escala
de severidade dos sintomas, adaptada de Baayen e Van der Plas (1992), onde: 0 = planta
assintomaética (0 % doenca); 1 = planta muito pouco infetada (5 % de doenga); 2 =
sintomas ligeiros (20 %); 3 = sintomas bem desenvolvidos (50 %); 4 = fortes sintomas da
doenca em toda a area (80 %); 5 = plantas mortas (100 %). A area sob a curva de progresso
da doenca (AUDPC) foi determinada de acordo com Campbell e Madden (1990),
mostrando uma velocidade crescente de desenvolvimento da doenca. A AUDPC,
calculada por vaso, expressa a severidade da doenga, integrada desde o inicio dos
sintomas até a conclusao do ensaio, dividindo-se o resultado pelo tempo de duracdo da
doenca (numero de dias), em cada ensaio. Esta avaliacdo teve como objetivo comparar 0s

varios ensaios, com uma variedade de duragdes epidémicas, calculada de acordo com:

Yityi
?:1( l 21+1) (i1 — &)

Onde:
y = severidade da doenca

t = tempo
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O indice de controlo biolédgico (BCI) e a eficacia foram calculados de acordo com Byrne
et al. (2005). O BCI foi aplicado para combinar eficacia-consisténcia da reducdo da
doenga, de acordo com:

Eficacia
BCl = —————
Consisténcia

A eficécia ¢é a percentagem da reducdo média da doenca e a consisténcia é o desvio padrao
dessas médias.

3.3.5. Analise estatistica

As caracteristicas fisicas e quimicas de P1 e P2 foram comparadas através de um teste t
de Student. Para a comparacao dos trés substratos em estudo (P1, P2 e a turfa comercial),
foi utilizada a analise de variancia multifatorial (ANOVA) seguida do teste de amplitudes
maltiplas de Duncan (New Multiple-Range Test). Os dados da percentagem de inibi¢do
obtidos através dos ensaios in vitro e dos ensaios in vivo, relativos a doenga, tais como a
incidéncia, nimero de manchas, &rea afetada, severidade, AUDPC e BCI foram
analisados por ANOVA e usando o teste de amplitudes multiplas de Duncan. A
normalidade da distribuicdo da amostra e a homogeneidade das variancias foram
verificadas antes da analise de variéncias (Zar, 1999). A correlacdo de Person foi usada
para testar a significancia da relacdo entre o progresso da doenca e a reducdo da doenca,
e entre o pH do composto, CE, matéria organica e teor de azoto. Para a analise estatistica,
foi usado o software IBM SPSS Statistics ver. 25 (IBM Corp., 1989-2017, EUA).

3.4. Resultados e discussao

3.4.1. Producéo de compostos organicos

De acordo com o teste t de Student, o pH atingiu valores significativamente mais elevados

no composto P2 (p < 0.001), embora ambos apresentassem valores neutros; a CE também
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foi significativamente mais elevada em P2 (p < 0.05), tal como a matéria organica (p <

0.001) que atingiu valores superiores a 80 % neste composto (Quadro 3.1).

Quadro 3.1: Propriedades dos compostos, no final da compostagem, e da turfa.

pH CE MO N CIN DM indice de
(dS.m™) (%) (%) (%) Zucconi (%)

P1  7.06b*** 1.76b* 68.6c*** 1.99a* 20.1b*** 50.3a 85.2%**
P2  7.33a*** 2.67a* 8l.1b*** 1.68b* 28.9a*** 46.5b 01.8%**
T 6.00c 0.126c  93.4a 2.11a  50.5a 22.8C

P1, composto P1; P2, composto P2; P, turfa; CE, condutividade elétrica; MO, matéria
organica; N, Azoto; C/N, relacdo C/N; DM, matéria seca. Para comparar os compostos
organicos, de acordo com o teste t de Student, * p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001. Para
os trés substratos, valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferengas estatisticas
(p<0,05), de acordo com o novo teste de amplitude multipla de Duncan (New Multiple-
Range).

O composto P1 apresentou maior teor de azoto (p < 0.05), provavelmente devido a maior
proporcéo de aparas de relva presente na mistura inicial. Em ambos os compostos, o teor
de azoto apresentou valores acima do valor minimo recomendado de 0.75 % (Ferreira et
al.,, 2002). Essas pequenas diferencas nas caracteristicas do composto podem ter

influenciado o crescimento das populacdes microbianas.

As caracteristicas mencionadas (pH, CE e teor de N) favoreceram o desenvolvimento de
grandes popula¢des de microrganismos em ambos 0s compostos (Quadro 3.2), conforme

relato de Coelho et al. (2012), em processos de compostagem semelhantes.
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Quadro 3.2: Populagbes microbianas (UFCs g™ composto) no final do processo de
compostagem e o numero de agentes de controlo bioldgico isolados nas diferentes fases
de compostagem (FA, FM e PF).

C Bactérias  Fungos Actinomicetos Quitin.  Celulol. ACB

FA FM PF
P1 6.00x10% 7.58x10'%*  2.40x10’ 1.9x108%* 3.14x10°* 2 3 9
P2 2.02x10'* 5.26x10''*  6.86x10’ 1.6x10™** 7.83x10°* 2 5 10

C, composto; P1, composto P1; P2, composto P2; Quitin., microrganismos quitinoliticos;
Celulol., microrganismos celuloliticos; ACB, Agentes de controlo biologico; FA, Fase de
Arrefecimento (temperatura < 45 °C); MP, Fase de Maturacgéo (temperatura < 30 °C); PF,
Produto Final (temperatura ambiente); *p<0.05; **p < 0.01; ***p <0.001, de acordo com
o teste t de Student.

A atividade microbiana é responsavel ndo s6 pela rapida transformagdo dos residuos
organicos durante a compostagem, mas também pelo desenvolvimento da capacidade

supressiva dos compostos.

No final dos processos de compostagem, as maiores populacdes microbianas foram
observadas no composto P2, com excecdo dos actinomicetos (Quadro 3.2). As diferentes
caracteristicas fisicas e quimicas de P1 e P2 contribuiram para o desenvolvimento de
microbiota diversificada nos compostos. As diferencas verificadas nos valores de pH, CE,
matéria organica e teor de azoto podem ser explicadas pelas diferentes composicdes
quimicas, com origem nas misturas iniciais, que terdo contribuido para diferentes a

diversidade microbiana e consequentemente compostos com caracteristicas diferentes.

Como esperado, a adicdo de residuos de cogumelos em P2, ricos em quitina, com teor
médio de 57.75 mg. g (Lopez-Mondéjar et al., 2012), promoveu 0 crescimento de
microrganismos quitinoliticos (Quadro 3.2). A presenca de quitina na mistura inicial
estimulou o desenvolvimento de fungos com capacidade de a decompor, pela agdo da
quitinase (Sharp, 2013). As diferencas significativas no teor de matéria organica nos
compostos contribuiram para aumentar as populacbes de fungos, bactérias e
actinomicetos (Antil et al., 2013).

O teste de germinacdo de Lepidium sativum L. apresentou uma taxa de germinagéo
significativamente superior (p <0.001) em P2 (91,8 %) em relagdo a P1 (85.2 %) (Quadro
3.2). Em ambos os compostos, o valor alcangado foi superior ao minimo exigido para a

sua utilizacdo agricola que, de acordo com Zucconi et al. (1985), devera ser de 65 %.
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3.4.2. lIsolamento e identificacdo de agentes de controlo biologico

Durante os processos de compostagem de P1 e P2, foram isolados 190 fungos. Nas fases
de arrefecimento e maturacdo, foram identificados 31 fungos com potencial efeito
antagonista: 14 em P1 e 17 em P2 (Quadro 3.2). A presenca de quitina em P2 pode ter
promovido o aumento do nimero de antagonistas isolados conforme relatado por Sharp
(2013). Qutras propriedades, como pH, condutividade elétrica, matéria organica e
propriedades fisicas também podem promover o efeito antagonista de P2 (Cotxarrera et
al., 2002; Avilésetal., 2011; Pane et al., 2011). Os 31 fungos potencialmente antagonistas
isolados, foram identificados morfologicamente como Trichoderma, Gliocladium,
Penicillium, Aspergillus, Purpureocillium, Fusarium, Bionectria, Beauveria,
Clonostachys e Metarhizium. Em conformidade com Mehta et al. (2014), estes fungos

sdo frequentes em compostos organicos.

Pela analise da sequéncia de nucledtidos, os 31 fungos isolados foram identificados, ao
nivel da espécie, como sendo: Trichoderma atroviride, Trichoderma asperellum,
Fusarium oxysporum, Fusarium keratrosplasticum, Fusarium lichenicola, Bionectria
ochroleuca, Beauveria bassiana, Clonostachys rosea e Metarhizium anisopliae. T.
asperellum, B. ochroleuca, B. bassiana e C. rosea foram isolados apenas no composto
P2, e F. keratrosplasticum apenas no composto P1. Dos fungos que apresentaram melhor
capacidade antagonista, foram identificados de P1, um isolado de T. atroviride, um de F.
oxysporum, um de F. keratroplasticum, um de F. lichenicola e um de M. anisopliae foram
isolados de P1. De P2, cinco isolados foram identificados como T. atrovide, um como T.
asperellum, um como F. oxysporum, um como F. lichenicola, um como M. anisopliae,
um como C. rosea e um como B. ochroleuca (isolado do meio de cultura quitinolitico).
Provavelmente F. oxysporum isolado de P1 e de P2, ndo € patogénico pois ndo foram
observados, nas plantas testadas, sintomas de doencas provocados por este fungo. A
grande diversidade de Trichoderma spp. pode ser explicada pelo alto teor de substancias

lenhinocelul6sicas dos residuos agricolas (Jambhumlkar et al., 2015).

3.4.3. Ensaios in vitro

Nos ensaios in vitro, os varios fungos com potencial antagonista, mostraram diferengas

significativas entre as suas percentagens de inibicdo (p < 0.05) (Quadro 3.3).
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Quadro 3.3: Inibicdo (%) dos fungos patogénicos pelos potenciais antagonistas isolados
de cada composto (P1 e P2).

P1 — Inibig&o do crescimento dos fungos patogénicos (%)
Estirpes isoladas — Cod.

Lab. Clarireedia spp.  S. rolfsii R. solani

T. atroviride — A 59.5 bcd 58.5 abc 60.2 ab

Purpureocilliumsp. - A 29.8] 25.8 de 49.8 efgh

Purpureocillium sp. - B 45.9 gh 35.3 bede 4051

F. keratoplasticum - A 62.4 abc 49.5 abcde 39.71

F. oxysporum — A 30.5] 35.1 bede 50.8 defgh

F. oxysporum - B 445 gh 35.9 bede 48.8 fgh

Penicillium sp. - A 41.9 hi 34.1 cde 40.31i

F. keratoplasticum - B 48.2 fg 35.8 bcde 45.6 ghi

T. atroviride — B 64.2 ab 63.6 a 58.7 abcd

T. atroviride — C 65.0 ab 58.9 abc 62.5a

Purpureocillium sp. - C 29.8 | 25.8 de 49.8 efgh

Purpureocilliumsp.-D 459 gh 35.3 de 40.6i

F. lichenicola - A 45.2 gh 35.2 bede 49.1 fgh

M. anisopliae - A 30.2 ] 35.4 de 27.5 bedefg

P2 — Inibicdo do crescimento dos fungos patogenicos (%)

Clarireedia spp.  S. rolfsii R. solani

T. atroviride — D 63.4ab 63.8 a 56.4 abcdef

T. atroviride — E 66.3a 60.6 ab 57.5 abcde

T. atroviride — F 66.7a 63.6 a 58.6 abcd

Beauveria sp. - A 3731 31.4 de 46.4 ghi

T. atroviride — G 64.2 ab 58.9 abc 62.5a

T. asperellum - A 57.6 cd 57.1 abcd 61.6 a

Penicillium sp. - B 26.9 | 41.6 abcde 42.8 hi

T. atroviride — H 67.5a 62.8 a 59.4 abc

Purpureocillium sp. - E 37.71 33.5 cde 27.4 bedefg

B. ochroleuca — A 52.4 ef 34.4 bede 52.4 cdefg

B. ochroleuca — B 54.6 de 34.4 bede 51.5 hi

F. oxysporum - C 38.01 36.1 bcde 42.5 hi

F. oxysporum — C 475 fg 57.7 shcd 45.9 ghi

B. ochroleuca - C 54.6 de 34.4 bcde 51.5 cdefg

F. lichenicola - B 45.7 gh 35.4 bede 49.3 fgh

M. anisopliae - B 30.5] 35.9 bcde 27.6 bcdefg

C.rose-A 42.3 hi 42.1 abcde 43.1 hi

R. solani, Rhizoctinia solani; S. rolfsii, Sclerotium rolfsii; P1, composto P1; P2, composto
P2. Para cada doenca, os valores seguidos da mesma letra ndo apresentaram diferengas
estatisticas (p<0.05), de acordo com o teste de amplitudes multiplas de Duncan. As letras
maitsculas, apds o nome das espécies, correspondem ao cddigo de laboratério para os
diferentes isolados.
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3.4.3.1 Sclerotium rolfsii
Dez fungos (Trichoderma spp. e Fusarium spp.) mostraram as maiores percentagens de
inibicdo contra S. rolfsii, com taxas de inibi¢do do seu crescimento que variaram entre 51
e 64 % (Quadro 3.3). A maior percentagem de inibicdo para S. rolfsii foi observada com
T. atroviride. Destes dez isolados de fungos, sete foram isolados em P2 e trés em P1
(Quadro 3.3).

3.4.3.2 Clarireedia spp. (antes S. homoeocarpa)
Doze dos fungos isolados reduziram o crescimento de Clarireedia spp. (Trichoderma
spp., Fusarium spp. e Bionectria spp.). As taxas de supressividade de Clarireedia spp.
variaram entre 52 e 68%. T. atroviride apresentou a maior percentagem de inibicao

(68%). Oito desses doze fungos foram isolados de P2 e quatro de P1 (Quadro 3.3).

3.4.3.3 Rhizoctonia solani
Quinze dos fungos isolados (Trichoderma spp., Fusarium spp. e B. ochroleuca)
reduziram o crescimento de R. solani, com taxas de inibicdo entre 50 e 63 %. Tal como
verificado para as outras doencas, T. atroviride mostrou a maior taxa de inibicdo também

para R. solani. Nove desses quinze fungos foram isolados de P2 e seis de P1 (Quadro 3.3.

A maior taxa de inibicdo do crescimento foi alcancada com T. atroviride, tal como
observado por Lahlali e Hijri (2010), quando confrontou T. atroviride com R. solani em
batateiras. Alguns fungos isolados de P1 e P2 inibiram o crescimento dos fungos
patogénicos, tendo-se verificado que o nimero de antagonistas isolados em P2 foi maior
gue em P1. De acordo com Castafio et al. (2011), o sistema de compostagem utilizado e
a composicao da matéria-prima, podem afetar a capacidade supressiva dos compostos
organicos, podendo promover uma riqueza microbioldgica diferente. Em P2, a presenca
de quitina, na matéria-prima, pode ter desempenhado um papel fundamental na

diversidade microbioldgica.

3.4.4. Ensaios in vivo

Para as doencas estudadas (R. solani, Clarireedia spp. e S. rolfsii) a area afetada pela

doenca foi significativamente inferior nos vasos com os compostos organicos (p < 0.05)
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particularmente com P2 (Figura 3.1, Figura 3.2 e Figura 3.3). A excecdo foi para
Clarireedia spp., onde a area afetada pela doenga foi menor em P1 (p < 0.05) (Figura

3.2). Nos substratos sem indculo do agente patogénico (controlo) ndo se verificaram
sintomas de doencas.
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Figura 3.1: Eficacia do composto no controlo bioldgico de Rhizoctonia solani. Average
Affected Area, média da area afetada pela doenga; Average Severity, média da severidade
da doenga; Average AUDPC, média da area sob o progresso da curva da doenga; Average
BCI, média do indice de controlo bioldgico; P1, composto P1; P1t, composto P1 com
tratamento térmico; P2, composto P2; P2t, composto P2 com tratamento térmico, P, turfa;
Pt, turfa com tratamento térmico. Barras com a mesma letra ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para p<0.05 (Teste de Duncan).
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Figura 3.2: Eficacia do composto no controlo biologico de Clarireedia spp.. Average
area, média da area afetada pela doenga; Average Severity, média da severidade da
doenca; Average AUDPC, média da area sob o progresso da curva da doenga; Average
BCI, média do indice de controlo bioldgico; P1, composto P1; P1t, composto P1 com
tratamento térmico; P2, composto P2; P2t, composto P2 com tratamento térmico, P, turfa;
Pt, turfa com tratamento térmico. Barras com a mesma letra ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para p<0.05 (teste de Duncan).
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Figura 3.3: Eficacia do composto no controlo bioldgico de Sclerotium rolfsii. Average
Area, média da area afetada pela doenca; Average Severity, média da severidade da
doenga; Average AUDPC, média da area sob o progresso da curva da doenga,; Average
BCI, média do indice de controlo bioldgico; P1, composto P1; P1t, composto P1 com
tratamento térmico; P2, composto P2; P2t, composto P2 com tratamento térmico, P, turfa;
Pt, turfa com tratamento térmico. Barras com a mesma letra ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para p<0.05 (teste de Duncan).

Relativamente a Clarireedia spp., Walsh et al. (1999) relataram que uma das medidas
culturais para controlar esta doenca é a aplicacdo de azoto. P1 apresentou maior teor de
azoto (p < 0.01) (Quadro 3.1), o que podera ter contribuido para a reducao da area afetada
por esta doenga (Figura 3.2). Quando comparadas com a turfa (P), as populagdes
microbianas em P1 e P2 contribuiram para uma maior capacidade supressiva da doenca
devido a atividade microbioldgica (Hoitink et al, 1993; Hoitink et al., 2001). Quando os
substratos foram submetidos a tratamento térmico (controlo negativo) a area afetada pela
doenca foi maior para as doencas estudadas (Figura 3.1, Figura 3.2 e Figura 3.3), com
diferencas significativas (p < 0.05), devido a eliminacéo das popula¢des microbianas nos
compostos (Borrero et al., 2006). No final do ensaio, a relva que cresceu em P1 e P2
apresentou uma diminuicdo significativa da area afetada pela doenca (p < 0.001), em
comparagao com os restantes substratos. O papel do composto no controlo biolégico foi
evidente.
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Comparando os seis substratos estudados, verificou-se que as doencas se desenvolveram
mais rapidamente nos substratos submetidos a tratamento térmico e turfa, evidenciando
o efeito positivo dos compostos organicos. Além disso, considerando que as doencas se
desenvolveram apenas nos vasos inoculados, ndo se tendo observado sintomas nos vasos
sem indculo, mostra-se que a origem da doenca se deu pela inoculacéo e nao por qualquer

outra forma de contaminacéo.

Os compostos tém sido descritos como bons agentes de controlo biologico de fungos
fitopatogenicos de diferentes culturas, como Fusarium oxyporum em tomate (Cotxarrera,
et al., 2002; Castafio et al., 2011; Castafio et al., 2013) e cravo (Borrero et al., 2009;
Castafio et al., 2011; Castario et al., 2013), F. oxyporum e Pythium ultimum em tomate
(Alfano et al., 2011) ou R. solani em feijdo e F. oxysporum f.sp. basilica em manjericéo
(Pugliese et al., 2008).

A severidade da doenca aproximou-se do valor maximo (5) para Clarireedia spp. em P,
Pt, P1t e P2t (Figura 3.2). As doencas foram menos severas em P1 e P2, principalmente
P2, no caso de R. solani (Figura 3.1); P1 foi 0 composto que apresentou maior capacidade
supressiva para controlar Clarireedia spp. (Figura 3.2). Neste estudo, foi observada uma
correlagé@o negativa entre a severidade da doenca e algumas propriedades do composto.
Valores mais elevados de pH e CE de P2 produziram efeitos negativos no crescimento
dos patogénicos. Cotxarrera et al. (2002) observaram gue valores mais altos de pH e CE
reduziram o crescimento de Fusarium oxysporum em tomateiro, reduzindo a
sobrevivéncia do patogénico. Os mesmos autores referiram que os maiores valores de pH
reduziram o crescimento, esporulacéo e patogenicidade de F. oxysporum, pois reduzem a
disponibilidade de micronutrientes como Fe, Cu e Zn. Pane et al. (2011) relataram uma
correlagdo negativa entre o tombamento de plantas por S. minor e a salinidade do

composto.

A incidéncia da doenca variou entre 0 a 1, indicando a sua auséncia ou presenca nos vasos,
respetivamente (Reis e Coelho, 2013). A incidéncia da doenca foi significativamente
menor em P1 e P2 (p < 0.05), quando comparada com os restantes tratamentos. O
composto P1 destacou-se na reducdo da incidéncia de Clarireedia spp., provavelmente
pelo maior teor de azoto (Walsh et al., 1999). Foi observada uma correlagcdo negativa
significativa entre este nutriente e a area afetada e severidade da doenca (p < 0.001) e

incidéncia. Townsend et al. (2018) também verificaram que o0s niveis mais altos de azoto
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reduziram a severidade de dollar spot. P2 destacou-se na reducdo de R. solani,
provavelmente devido ao seu menor teor de azoto, tal como observado por Tani e Beard
(1997) e Tredway e Burpee (2001). O melhor desempenho de P2 no controlo de R. solani
também pode ser atribuido a maior populacdo de Trichoderma spp., que é conhecido

como um excelente antagonista de R. solani (Hoitink et al., 1991).

A AUDPC utilizada como indice de severidade, indicou que P1 e P2, comparados com
0s substratos submetidos a tratamento térmico e a turfa, apresentaram maior efeito
supressivo das doencas em estudo (Figura 3.1, Figura 3.2 e Figura 3.3). Borrero et al.
(2009) observaram que no controlo de Fusarium em cravo, 0S compostos organicos
também apresentaram menor AUDPC quando comparados a turfa. Para as doencas
estudadas, no final dos ensaios, a AUDPC foi significativamente menor em P1 e P2 (p <

0.05), em relacéo aos restantes susbstratos (Figura 3.1, Figura 3.2 e Figura 3.3).

O BCI foi significativamente superior em P1 e P2 (p < 0.05) (Figura 3.1, Figura 3.2 e
Figura 3.3). Este indicador variou de 1.66 (em Pt) a 39.03 (em P2) no controlo de S. rolfsii
(Figura 3.3), de 1.38 (em Pt) a 14,66 (em P1) para controlar Clarireedia spp. (Figura 3.2)
e de 1.87 (em Pt) e 21.45 (em P1) para R. solani (Figura 3.1). Valores semelhantes foram
encontrados por Suérez-Estrella et al. (2013), no controlo de F. oxysporum em tomateiro.
Quando comparado com 0s outros cinco substratos, o substrato P2 apresentou maior BCI
para S. rolfsii (Figura 3.3). Foi verificada uma correlacdo positiva entre as populacoes
microbianas dos compostos e BCI. PopulacGes mais elevadas e diversificadas de
microrganismos podem contribuir para o sucesso de compostos orgéanicos no controlo
bioldgico, conforme descrito por Castafio et al. (2013), nomeadamente Trichoderma sp..
Em beterraba, Upadhyay e Mukhopadhyay (1986) observaram que Trichoderma

harzianum invadia e lisava o0 micélio e esclerocios de S. rolfsii.

Jambhulkar et al. (2015) referem que 0s compostos organicos apresentam uma capacidade
supressiva contra doencas do solo, nomeadamente Fusarium spp., Rhizoctonia spp.,
Pythium spp., Phytophthora spp.. No entanto, apenas 20 % dos compostos organicos,
conseguem reduzir o tombamento causado por Rhizoctonia spp. (Hoitink e Boehm, 1999).
R. solani é controlada por Trichoderma spp., através de um processo de supressividade
especifica (Hoitink et al., 1991). Ambos os compostos (P1 e P2) exibiram uma capacidade
supressiva para R. solani (Figura 3.1), provavelmente devido as suas populagdes

microbianas (Quadro 3.2), nomeadamente Trichoderma spp.. Foi observada uma
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correlacdo positiva entre a populacao de Trichoderma spp. e o BCI para R. solani (R2 =
0.684, p < 0.01). As caracteristicas fisico-quimicas dos compostos também podem afetar
as suas propriedades supressivas, através de efeitos diretos sobre os agentes patogénicos
e microrganismos antagonistas, ou efeitos indiretos sobre os sistemas hospedeiros através
do fornecimento de nutrientes, melhoria da estrutura do solo, porosidade e capacidade de
retencdo de agua, entre outros fatores (Boulter et al., 2000). A capacidade de arejamento
de P1 foi de 14.6 %, mas P2 apresentou valores significativamente superiores, 25.6 % (p
< 0.05). Os melhores resultados, alcangados com o composto P2, podem estar
relacionados com a sua capacidade de arejamento. Segundo Avilés et al. (2011), a
capacidade de arejamento tem um efeito positivo na severidade de doencgas que causam a
podriddo das raizes das plantas. Outra razdo para a maior capacidade de controlo
bioldgico de P2 pode ser a presenca de quitina dos residuos de cogumelo, conhecida por
representar cerca de 57.8 mg g* de residuo de cogumelo (Lopez-Mondéjar et al., 2012).
A compostagem de residuos organicos com quitina, promove o desenvolvimento de
fungos com maior capacidade de degradacéo. A atividade da quitinase, reforca o potencial
supressivo dos compostos contra os agentes fitopatogénicos com quitina na sua estrutura,
pela lise das células (Alfano et al., 2011; Sharp, 2013). A presenca de organismos
quitinoliticos esta associada aos mecanismos de supressividade da doenca baseados na

hidrélise da parede celular do patdgenico.

Populagbes numerosas de actinomicetos também influenciam a capacidade supressiva
dos compostos (Mahatma e Mahatma, 2015). Nas doencas estudadas, as populagdes
quitinoliticas apresentaram correlacdo negativa com os parametros de desenvolvimento

da doenca, contribuindo para o seu controlo biolégico.

3.5. Conclusdes

Os compostos organicos, provenientes de residuos agroindustriais, possuem
caracteristicas que permitem o desenvolvimento de microrganismos antagonistas, como
Trichoderma atroviride, com atividade contra fungos patogénicos do solo,
nomeadamente Clarireedia spp., S. rolfsii e R. solani. Este antagonista apresentou 0s
melhores resultados de inibi¢do do crescimento, entre 56.4 a 67.5 %, no controlo dos trés
fungos fitopatogénicos estudados. Nos ensaios in vivo, 0 composto P1 apresentou a maior

capacidade supressiva contra Clarireedia spp.. P2, com menor teor de azoto e maior
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concentracdo das populacbes de Trichoderma spp., apresentou maior capacidade no
controlo de R. solani. Os resultados mostraram que o uso dos compostos testados tem
potencial como medida de biocontrolo, reduzindo o uso de fitofarmacos sintéticos na

manutencdo dos relvados.
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4. CAPITULO 4

O desenvolvimento de doencas do solo em estévia pode ser
controlado com a aplicacdo de composto organico?
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4.1. Resumo

Numerosos compostos organicos manifestam capacidade supressiva para determinadas
doencas do solo, devido nomeadamente a actividade de alguns dos microrganismos que
os colonizam. Esta capacidade possibilita, em determinadas situaces, a utilizacdo dos
compostos na proteccdo das plantas contra doencas do solo.

Neste trabalho, cultivou-se estévia (Stevia rebaudiana Bertoni) em vasos de 200 mL, com
trés substratos diferentes: turfa (T), composto organico resultante da compostagem de
laranja de refugo, bagaco de uva e aparas de relva (P1), composto orgénico resultante da
compostagem de laranja de refugo, bagaco de uva, aparas de relva e substrato da producéo
de cogumelos (P2), com e sem tratamento térmico. O tratamento térmico foi aplicado
colocando os substratos em estufa regulada a 60 °C durante sete dias, originando as
modalidades designadas por TT, P1T e P2T, respectivamente. Sete dias antes da plantacao
da estévia, os substratos colocados nos vasos, foram inoculados com Sclerotinia rolfsii e
Rhizoctonia solani. A inoculagdo consistiu na colocagdo, em cada vaso, de dois cilindros,
com 6 mm de didmetro, de meio de crescimento (PDA) em placas de Petri com os agentes
patogénicos. Na inoculacdo de S. rolfsii, para além dos dois cilindros com o patégenico,
foram também colocados 6 esclerdcios. Os vasos de controlo continham os seis substratos
testados, sem indculo. O ensaio incluiu 18 modalidades (6 substratos, dois indculos e o0s
mesmos 6 substratos sem inoculo -controlo) com 4 repeticdes e 5 plantas por modalidade
e repeticdo. Durante o ensaio mantiveram-se os substratos humedecidos, e as condigdes
de temperatura e humidade do ar adequadas para o desenvolvimento dos patogenicos.
Periodicamente, as plantas foram observadas e registada a severidade da doenca e o
namero de plantas mortas.

Verificou-se que as doencas evoluiram mais rapidamente quando o substrato tinha
recebido tratamento térmico, o que revela o controlo destas doengas por acc¢ao bioldgica.
Nos compostos sujeitos a tratamento térmico ocorreu maior nimero de plantas mortas por
S. rolfsii e R. solani, tendo a sobrevivéncia da estévia sido superior no substrato P2 e nas

modalidades inoculadas com R. solani.

Palavras-chave: Biocontrolo, antagonistas, compostagem, Sclerotinia rolfsii,

Rhizoctonia solani
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Abstract

Several organic composts show suppressive capacity for some soil diseases, due to the
activity of microorganisms which are present in the composts. This capacity promotes the
use of composts in the protection of plants against soil diseases.

In this work we resorted to stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) in 200 mL pots, with three
different substrates, with and without thermic treatment: turf (T), organic compost
resulting from the composting of orange waste, grass clippings and grape marc (P1) and
organic compost resulting from the composting of orange waste, grass clippings and
grape marc and substrate for the production of mushrooms (P2). The thermic treatment
was applied by submitting the substrates to an autoclave treatment of 60°C for seven days,
originating the varieties designated by TT, P1T and P2T, respectively. Seven days ahead
of the stevia plantation the substrates in the pots were inoculated with Sclerotinia rolfsii
and Rhizoctonia solani. To inoculate the pathogens, two cylinders with 6 mm in diameter
of growth medium (PDA) from Petri dishes with the pathogen were placed on each pot.
To inoculate S. rolfsii, however, 6 sclerotia were additionally placed on each pot. The
control pots contained the six tested substrates, but without the inoculum. The study had
18 treatments (6 substrates, 2 pathogenic fungi and the same 6 substrates without
pathogen - control) with 4 repetitions and 5 plants per modality and repetition. During the
test the substrates were kept moist and the conditions of air temperature and humidity
were adequate for the development of the pathogens. Periodically the plants were
observed, registering the severity of the disease and the number of dead plants.

It was concluded that the diseases developed more rapidly when the substrate had
received thermic treatment, showing the control of soil diseases by means of biological
action. In the composts subjected to thermic treatment a greater number of dead plants by
S. rolfsii e R. solani were observed, while the survivability of stevia was higher in the P2

substrate and in the treatment inoculated with R. solani.

Keywords: Biocontrol, antagonists, composting, Sclerotinia rolfsii, Rhizoctonia solani

4.2. Introducéo

O recurso a compostos organicos na agricultura apresenta varias vantagens. Desde logo,

a reducdo de residuos e a sua transformacado num composto estavel que pode ser aplicado
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na actividade agricola, tornando-a mais sustentavel (Barker, 2001, Ferreira et al., 2002).
Os compostos poderdo ser aplicados ao solo, tornando-o0s mais férteis e supressivos para
doencas do solo (Hoitink & Fahy, 1986), reduzindo o recurso a fitofarmacos com solugdes
de baixo custo, ambientalmente favoraveis (Martin, 2003) e sem efeitos na satde publica
(Bonanomi et al., 2010). Quando o composto tem origem em residuos ricos em quitina,
como o obtido a partir de residuos da producdo de cogumelos, estimula o
desenvolvimento de fungos com a capacidade de a degradar, pela accdo da quitinase,
potenciando o desenvolvimento de compostos mais supressivos (Sharp, 2013).

A estévia (Stevia rebaudiana Bertoni) € uma planta da familia Asteraceae, originaria da
América do Sul, ainda pouco estudada, mas que apresenta grande potencial de
desenvolvimento na Europa. A alta concentracdo dos glicosidos nas suas folhas atribui-
Ihe grande importancia, sendo um possivel substituto de edulcorantes sintéticos (Santos
et al., 2000, Ramesh et al., 2006, Ahmed et al., 2007). A estévia é suscetivel a Sclerotinia
sclerotiorum e a Rhizoctonia solani, que lhe causam grandes perdas de producgéo
(Ramesh, et al., 2006), sendo importante encontrar solugdes de cultivo sustentaveis.
Neste trabalho pretendeu-se estudar o efeito de dois compostos organicos no controlo
biolégico das doengas do solo, provocadas por Rhizoctonia solani e Sclerotinia rolfsii, na

cultura de estévia.

4.3. Material e métodos

Através de um processo aerobico de compostagem de residuos agroindustriais, com
reviramento manual, foram obtidos dois compostos, designados por P1 e P2. O composto
P1 resultou da compostagem de laranja de refugo, bagaco de uva e aparas de relva, e 0
P2 da compostagem de laranja de refugo, bagaco de uva, aparas de relva e substrato da
producdo de cogumelos (material rico em quitina).

Em placas de Petri com meio de crescimento PDA, desenvolveram-se culturas puras dos
fungos patogénicos Sclerotinia rolfsii e Rhizoctonia solani.

Vasos de 200 mL foram cheios com 6 substratos diferentes: turfa loira (Hansatorf,
Alemanha) (T), composto organico P1 e composto organico P2. Estes substratos foram
também sujeitos a um tratamento térmico, em estufa regulada a 60 °C durante sete dias,
originando as modalidades designadas por TT, P1T e P2T, respetivamente. O tratamento

térmico teve como objetivo a inativacdo dos antagonistas presentes nos compostos,
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permitindo a verificacdo do caracter biologico da supressividade. O Quadro 4.1 mostra
as caracteristicas fisico-quimicas dos substratos utilizados no ensaio e 0 Quadro 4.2 as

suas populagdes microbianas.

Quadro 4.1: Caracteristicas fisico-quimicas® dos substratos.

pH CE(@dS.m?) MO (%) MS (%) Nk;j (%) IG (%)
T 6 <15
P1 7,03 212 61,9 49,0 1,86 89,9
P2 7,23 3,34 76,3 45,9 1,49 94,5

1 CE, condutividade eléctrica; MO, matéria organica; MS, matéria seca; Nk, azoto
Kjeldhal; IG, indice de germinacdo de Zucconi.

Para cada substrato (P1 e P2) em cada coluna os valores das médias ndo mostraram
diferengas estatisticamente significativas.

Quadro 4.2: Populacdes microbianas nos compostos organicos.

Fungos  Bactérias  Actinomicetes Quitinoliticos Celuloliticos Numero

ufc.g?t MPN  Antagonistas

P1 2,27x10Y" 1,60x10%" 2,40x105" 1,92x10%™  2.30x10*" 10
P2 1,02x10%?" 525x10M™ 2,20x10%"" 1,62x10”"  9,30x102 12

Para cada composto (P1 e P2) em cada coluna os valores das médias mostram diferencas
estatisticamente significativas para: * p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; sem indicagéo:
sem diferencas significativas. ufc, unidades formadoras de colénias; NPM, nimero mais
provavel.

Os substratos acima descritos foram inoculados com os patogénicos a testar, colocando-
se em cada vaso dois cilindros, com 6 mm de didmetro, de meio de cultura PDA com
micélio do patogénico. No caso de S. rolfsii, para além dos dois cilindros com o micélio
do microrganismo patdgenico, foram também inoculados 6 esclerécios desse
microrganismo. Os vasos de controlo continham os seis substratos testados mas sem
inéculo.

A plantacdo de estévia foi efetuada sete dias apos a inoculagdo dos patogénicos nos
substratos. O ensaio decorreu em estufa, mantendo-se os substratos humedecidos, as

temperaturas proximas de 30 °C e a humidade do ar préxima de 85 %.
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Semanalmente, as plantas foram observadas e registada a severidade e incidéncia da
doenca, assim como o nimero de plantas mortas. A severidade da doenca foi determinada
de acordo com a seguinte escala: 1 — planta saudavel; 2 — pequena lesdo; 3 — média lesdo;
4 — grande lesdo e 5 — planta morta: “damping-off”.

O estudo decorreu em 3 substratos diferentes (P1, P2 e turfa), tratados e ndo termicamente
e inoculados com R. solani e S. rolfsii. Os testes também foram efetuados em substratos
sem inoculacdo. Desta forma foram 18 modalidades, as quais foram instaladas em 4
blocos completos casualizados, num total de 360 vasos.

Os resultados foram sujeitos a uma analise da variancia e ao teste de separacdo de médias

de Duncan, com o programa de estatistica SPSS® (versio 20.0, SPSS Inc.).

4.4. Resultados e discussao
4.4.1. Influéncia do composto na incidéncia e severidade das doencas

Aos 45 dias apo6s a plantacdo (DAP), observou-se elevada incidéncia das doengas,
provocadas pos S. rolfsii e R. solani, nas plantas de estévia, com excepcao do controlo
onde os fungos patogénicos nao foram inoculados e consequentemente ndo se registaram

plantas infetadas (Quadro 4.3).

Quadro 4.3: Percentagem de incidéncia das doencas nas plantas nos substratos.

Sclerotinia rolfsii Rhizoctonia solani  Controlo (sem indculo)
P1 100a 100a Oc
P1T 100a 100a Oc
P2 85b 90ab Oc
P2T 90ab 95ab Oc
T 100a 95ab Oc
TT 85b 95ab Oc

P1, composto P1; P1T, composto P1 tratado termicamente; P2, composto P2; P2T,
composto P2 tratado termicamente, T, turfa; TT, turfa tratada termicamente. Para cada
coluna, os valores seguidos da mesma letra ndo apresentaram diferencas estatisticas para
p< 0,05 (teste de Duncan).

A incidéncia, de ambas as doencas, atingiu 100 % nos compostos P1 e P1T, bem como

em T, mas neste caso apenas com S. rolfsii. Em P1, a mais baixa e menos diversa
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populacdo microbioldgica (Quadro 4.2) podera estar na origem da maior incidéncia da
doenga, apresentando este composto menor capacidade supressiva para as doencas
provocadas pelos fungos em estudo.

Os resultados obtidos no controlo comprovam que as doengas tiveram origem no inoculo
introduzido nos vasos (Quadro 4.3).

Os primeiros sintomas de doenca provocada por R. solani foram registados numa planta,
11 DAP em P1 (Figura 4.1). Inicialmente ndo se registaram diferencas estatisticas entre
os diferentes substratos, as quais surgiram apenas 19 DAP, manifestando-se maior
severidade nos substratos sujeitos a tratamento térmico, destacando-se o P1T, que
permaneceu com menor capacidade supressiva durante todo o ensaio, contrariamente ao
P2, que apresentou maior capacidade para impedir o desenvolvimento de R. solani, tal
como ja tinha sido verificado por Coelho & Reis (2013) com compostos resultantes da
compostagem de residuos agroindustriais, na cultura de pepino. O substrato P1, devido
as suas caracteristicas, principalmente menor populacdo microbiana e maior teor de azoto,

apresentou menor capacidade para controlar R. solani (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Variacdo da severidade das doengas provocadas por R. solani e S. rolfsii ao
longo dos ensaios. A avaliacdo foi feita numa escala entre 1 e 5, onde: 1, planta saudavel,
2, pequena lesdo; 3, média lesdo; 4, grande lesdo e 5, planta morta: “damping-off; P1,
composto P1; P1T, composto P1 tratado termicamente; P2, composto P2; P2T, composto
P2 tratado termicamente, T, turfa; TT, turfa tratada termicamente.

De acordo com Hoitink et al. (1991), o controlo bioldgico de R. solani através de

compostos, apenas é conseguido por um grupo limitado de microrganismos, que poderédo
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ndo estar presentes em P1, por este apresentar menor populagdo de fungos, tanto em
quantidade como em diversidade.

Também os sintomas provocados por S. rolfsii comegaram a ser observados 11 DAP, em
todas as modalidades excepto em P1 e P2T (Figura 4.1). As diferencas estatisticas
registaram-se 19 DAP nos substratos tratados termicamente, evidenciando a origem
bioldgica do controlo de S. rolfsii.

Até 33 DAP, nos substratos P1 e P2 foi observado um controlo significativo no
desenvolvimento de S. rolfsii, sendo a severidade superior em P1T, sem diferencas em
relacdo a P2T, T e TT. 35 DAP, no substrato P2, observaram-se valores de severidade
significativamente menores, que se mantiveram até ao final dos ensaios (Figura 4.1).

No substrato P2, aos 45 DAP, registou-se maior capacidade supressiva para ambos 0s
patogénicos (Quadro 4.4). Este resultado podera ter origem na maior quantidade e

diversidade microbiana, incluindo organismos quitinoliticos, observada neste substrato.

Quadro 4.4: Severidade da doenca nos diferentes substratos 45 DAP

Sclerotinia Rhizoctonia solani  Controlo

rolfsii
P1 3,85ab 3,7ab la
P1T 4,4a 3,95a la
P2 2,2d 2,15¢ la
P2T 3,3bc 3,1abc la
T 3,2bc 2,3bc la
TT 2,85cd 4,1a la

P1, composto orgéanico P1; P1T, composto orgénico P1 tratado termicamente; P2,
composto organico P2; P2T, composto organico P2 tratado termicamente, T, turfa; TT,
turfa tratada termicamente. Para cada coluna, os valores seguidos da mesma letra néo
apresentam diferencas estatisticas para p< 0,05 (teste de Duncan).

Nos vasos nao inoculados (controlos), as plantas ndo apresentaram, como seria de esperar,
sintomas das doencas provocadas pelos fungos patogénicos em estudo. Nos vasos com 0s
substratos tratados termicamente, a estévia apresentou maiores lesdes, sobretudo em P1T
guando exposto a S. rolfsii. Nos vasos inoculados com R. solani, ndo se verificaram
diferencas entre P1T e P2T.
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No substrato P1, para ambas as doencas, apesar de as plantas apresentarem menores
lesBes, a severidade das doencas ndo apresentou diferencas estatisticas relativamente ao
substrato com tratamento térmico (P1T). Este facto podera ter origem na populacdo
microbiana existente neste substrato, onde foram isolados menos antagonistas do que em

P2, sendo também as populacdes de microrganismos menores.

4.4.2. Influéncia do composto na sobrevivéncia das plantas

Verificou-se que, para todos os tratamentos, S. rolfsii causou a morte a um maior niUmero
de plantas.

O substrato P2 apresentou maior capacidade supressiva, morrendo apenas 10 % das
plantas expostas a R. solani e 20 % das expostas a S. rolfsii. O efeito supressivo dos
compostos deve-se fundamentalmente aos microrganismos presentes (Quadro 4.2),
mostrando a Figura 4.2 que, nos compostos tratados termicamente ocorreu maior
percentagem de mortalidade de estévia, principalmente em P1T, ultrapassando 70 %.
Nos vasos onde ndo se inoculou nenhum patogénico ndo foram detetadas plantas infetadas

com R. solani ou S. rolfsii.
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Figura 4.2: Mortalidade das plantas expostas a Rhizoctonia solani, Sclerotinia rolfsii e
sem exposi¢do (controlo). P1, composto P1; P1T, composto P1 tratado termicamente; P2,
composto P2; P2T, composto P2 tratado termicamente, T, turfa; TT, turfa tratada
termicamente; Rs, Rhizoctonia solani; Sr, Sclerotinia rolfsii; Ct, controlo. Para cada
doenga, em cada coluna, as mesmas letras mostram que n&o existem diferencgas
estatisticas para p<0,05.
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4.5. Conclusao

Neste estudo, verificou-se que 0s compostos orgénicos estudados apresentaram
capacidade para suprimir S. rolfsii até 33 DAP. A partir desta data 0 composto P1 perdeu
a capacidade de controlo desta doenca.

O composto P2 mostrou-se supressivo relativamente a R. solani durante todo o ensaio,
demonstrando ser esta capacidade supressiva de origem bioldgica, pois a mesma nao foi
observada nos substratos sujeitos a tratamento térmico, tendo-se registado nestes uma
maior mortalidade das plantas.

Este trabalho mostrou ainda que a presenca de residuos ricos em quitina podera
proporcionar o desenvolvimento de antagonistas com maior capacidade para impedir o

desenvolvimento de doengas do solo, causadas por exposic¢do a R. solani e S. rolfsii.
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5.CAPITULO 5

Controlo Biologico de Doencas dos Relvados com Compostos

Organicos Enriquecidos com Trichoderma atroviride

Este capitulo esta publicado em:

Coelho, L.; Dionisio, L.; Guerrero, C. & Reis, M. 2021. Effect of the organic compost

enrichment with Trichoderma atroviride in the biological control of turfgrass
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5.1. Resumo

A crescente procura por produtos naturais, para o controlo de doencas de plantas, tem
levado a pesquisa de agentes de controlo bioldgico, nomeadamente fungos, muitas vezes
isolados de compostos de residuos organicos. Através da compostagem de duas misturas
diferentes de residuos agroindustriais, obtiveram-se os compostos P1 e P2, de onde se
isolou o antagonista, Trichoderma atroviride. Posteriormente, realizaram-se novos
processos de compostagem que, quando terminados, foram inoculados com T. atroviride,
previamente isolado, de forma a enriquecer 0s compostos com estas populacdes de
microrganismos antagonistas (E), sendo os substratos denominados como P1E e P2E.
Duas semanas ap0s a inoculacdo com T. atroviride, a capacidade supressiva dos
compostos foi testada contra Sclerotium rolfsii, Clarireedia spp. e Rhizoctonia solani, em
relva, Agrotis stolonifera, usando vasos de 100 mL. Os tratamentos testados foram:
compostos P1 e P2 sem nenhum tratamento; P1 e P2 tratados termicamente (P1t, P2t); P1
e P2 enriquecidos sem e com tratamento térmico prévio (P1E, P2E, P1tE, P2tE), e um
substrato comercial a base de turfa natural (P) e tratado termicamente (Pt), enriquecido
(PE) e enriquecido apds tratamento térmico (PtE). Os compostos enriquecidos mostraram
0 maior controlo das doencas. P1E foi mais eficaz no controle de Clarireedia spp.; vasos
com plantas infetadas cultivadas em P1E, apresentaram 53.5 % menos area afetada em
relacdo ao P1t. P2E foi mais eficaz contra R. solani; os resultados mostraram 69.3 %
menos area afetada em relacdo ao P2t e ambos foram eficazes no controle de S. rolfsii,
com reducéo de 38.5 % no P1E e 43.5 % no P2E. As maiores populacgdes de Trichoderma
spp. quantificadas nos substratos enriquecidos, associadas a maior atividade enzimatica,
nomeadamente a N-acetil-pB-glucosaminidase, com destaque para P2E, terdo contribuido
fortemente para o biocontrolo das doencas estudadas. Verificou-se um aumento de alguns

macro e micronutrientes nos substratos tratados termicamente e enriquecidos.

Palavras chave: agricultura bioldgica, Agrostis stolonifera, biocontrolo, compostagem
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5.2. Introducéao

A reducdo da utilizacdo de pesticidas € uma estratégia crescente para melhorar a
sustentabilidade da agricultura, promovida pela legislacdo portuguesa (DL 26/2013) e
europeia (Diretiva 2009/128/CE). Além disso, o Pacto Ecoldgico Europeu (European
Green Deal) espera uma reducdo da aplicacdo de pesticidas sintéticos em 50 %. As
aplicacdes de fitofarmacos sintéticos tém contribuido para a polui¢cdo ambiental, perda de
biodiversidade e podem entrar na cadeia alimentar (Brzezinska et al., 2014).

Compostos de residuos organicos, devido as suas elevadas e diversificadas populacdes
microbianas, podem ser uma das melhores solugfes para o controlo bioldgico de doencas
de plantas (Bernal-Vicente et al., 2008; Alfano et al., 2011; Liu et al., 2016; Coelho et al.,
2020). Os compostos sdo também conhecidos pelo seu potencial como fertilizantes,
nomeadamente devido ao seu elevado teor de matéria organica (Roe, 2001; Reis, 2016).
Além disso, os compostos derivados de residuos agricolas e agroindustriais geralmente
sdo livres de xenobidticos e concentracdes excessivas de metais pesados (Ntougias et al.,
2008; Lopez-Mondéjar, 2012).

A transformacdo dos residuos durante a compostagem, origina um composto rico em
microrganismos antagonistas, que pode ser manuseado e aplicado na agricultura,
permitindo que esses produtos sejam uma alternativa sustentavel para o controlo de
doencas de plantas (Hoitink et al., 2001). Os compostos sao ambientalmente compativeis
e promovem uma economia circular, sem o0s impactos negativos dos produtos quimicos
(Barker, 2001; Brunner et al., 2003; Trillas et al., 2006; Kohl et al., 2019).

Entre os agentes de controlo bioldgico, os microrganismos quitinoliticos tém sido
utilizados com sucesso no controlo de diversos fungos fitopatogénicos (Nandakumar et
al., 2001; Viswanathan e Samiyappan, 2001; Brzezinska et al., 2014). A enzima flngica
quitinase € traduzida a partir de genes quitinase, que sdo induzidos pela presenca de
quitina. Entre os fungos filamentosos, Trichoderma spp. tém sido amplamente estudados
para a producdo de quitinase (Sandhya et al., 2004; Homthong, 2016).

As estirpes de Trichoderma, sdo conhecidas como fungos do solo ndo patogénicos,
organismos simbiontes oportunistas de plantas, capazes de colonizar as suas raizes por
mecanismos como os de fungos micorrizicos e produzir compostos que estimulam o
crescimento e os mecanismos de defesa da planta (Benitez et al., 2004; Harman et al.,
2004). Algumas estirpes de Trichoderma apresentam vantagens, como a rapida

colonizacdo da rizosfera dentro das comunidades microbianas estaveis e pré-existentes,
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controlo da microbiota patogénica e competitiva e melhoria da saude das plantas e do
crescimento das raizes (Harman et al., 2004; Hermosa et al., 2013).

Trichoderma spp. € um dos agentes de controlo bioldgico eficaz contra muitos fungos
patogénicos de plantas (Verma et al.,, 2007), nomeadamente fungos do solo
fitopatogenicos (Hermosa et al., 2000), como Rhizoctonia solani (Hoitink et al., 2001;
Trillas et al., 2006; Val-Moraes, 2015), Fusarium oxysporum (Cotxarrera et al., 2002),
Colletotrichum orbiculare (Zhang et al., 1998), Phytophthora capsici (Segarra et al.,
2013). Segarra et al. (2007) verificaram que Trichoderma spp., quando aplicado nas raizes
de plantas hospedeiras, também é capaz de reduzir o numero de patogénicos causadores
de doencas foliares, como Botrytis cinerea. Além disso, Trichoderma spp. também pode
controlar outras doengas das plantas, como virus, bactérias, nematodes (Al-Ani, 2018).
Trichoderma spp. apresenta diferentes mecanismos de acéo contra fitopatogénicos, como
micoparasitismo, antibiose e competicdo (Verma et al., 2007). Trichoderma spp. ataca os
fungos do solo fitopatogénicos por competi¢do ou morte de fungos atraves da producéo
de antibidticos ou enzimas (Harma et al., 2004; Hermosa et al., 2013). Sabe-se que a
inibicdo, por Trichoderma spp., do crescimento do micélio do patogénico, ndo é causada
pela penetracdo de hifas, indicando que metabolitos extracelulares podem ser
responsaveis pela eliminacdo do patogénico (Chérif et al., 1990; Harman et al., 2004;
Sandhya et al., 2004). Trichoderma spp. é capaz de reduzir a atividade de enzimas dos
fungos patogénicos (Harman et al., 2004; Kohl et al., 2019). Trichoderma spp. é
conhecida por produzir quitinases, -1,3-glucanases, proteases e antibioticos volateis e
ndo volateis (Elad et al., 1980). De acordo com Kubicek et al. (2011) T. virens e T.
atroviride codificam um alto nimero de enzimas quitinoliticas. As quitinases sintetizadas
por Trichoderma spp. mostram fortes atividades antifingicas, catalisando a hidrélise da
quitina, um componente importante de muitas paredes celulares de fungos, exoesqueletos
de insetos e conchas de crustaceos e um dos polissacarideos mais abundantes na natureza
(Collinge et al., 1993; Graham e Sticklen, 1994) depois da celulose (Campbell, 1996).
Enzimas hidroliticas permeabilizam e degradam a parede celular fungica, como uma das
principais etapas, numa infe¢cdo bem-sucedida (Karlsson et al., 2017; Kohl et al., 2019).
Os relvados, nomeadamente os desportivos, sdo bastante suscetiveis a doencas
transmitidas pelo solo (Barker, 2001) que causam enormes perdas economicas. O
crescente interesse pela protecdo do ambiente e da saude publica aumentou o interesse
por alternativas, para o controlo de doencas, mais amigas do ambiente, levando a procura

de estratégias para reduzir o uso de produtos sintéticos, como fertilizantes e pesticidas
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(Bonanomi et al., 2010). O recurso a fungicidas sintéticos para o controlo de
fitopatogénicos no solo tem gerado problemas, como resisténcia a fungos, desequilibrio
do ecossistema por efeitos toxicos de residuos e riscos para a saide humana e animal
(Johnson e Atallah, 2006; Avilés et al., 2011).

Alguns compostos organicos apresentam capacidade supressiva contra doencas do solo,
sendo Trichoderma spp. um fungo antagonista classico, geralmente isolado de
compostos. Neste trabalho, ao longo de dois anos, foi estudada a capacidade supressiva
de dois compostos organicos enriquecidos com Trichoderma atroviride, testando a sua

capacidade no controlo bioldgico de doengas de relvados (Agrostis stolonifera L. cv. T1).

5.3. Material e métodos

Estes ensaios decorreram no Campus de Gambelas, Universidade do Algarve, Portugal
(37°02'35.45"N, 7°58'20.64"W), numa estufa de ago, sem aquecimento, com cobertura de
filme de polietileno e arejamento natural no telhado e nas paredes laterais. Para aumentar
e estabilizar a humidade e a temperatura do ar, os ensaios foram mantidos sob um tanel
colocado dentro da estufa. A temperatura e a humidade relativa do ar préximo das plantas
foram registadas diariamente. A temperatura maxima variou entre 11 e 40 °C e a minima
entre 5 e 21.2 °C. A temperatura maxima média foi de 26.4 °C e a minima média de 13.2

°C. A humidade do ar foi mantida acima de 57 %.

5.3.1. Preparacao dos compostos e dos substratos

Dois compostos, P1 e P2, foram obtidos através da compostagem de residuos
agroindustriais, em pilhas com arejamneto por revolvimento, durante 112 dias. O
composto P1 foi obtido a partir de uma mistura de residuos de laranja, provenientes de
uma associacgdo de agricultores; aparas de relva de um campo de golfe e bagaco de uva
de uma adega, na propor¢do de 0.9:1.1:1 (v/v), respetivamente. O composto P2 foi
produzido com as mesmas matérias-primas, as quais foram adicionados residuos da
producdo de cogumelos (Shiitake), com a relacdo final de 1.8:0.2:1.5:0.5 (v/v). As
diferentes proporgdes entre as pilhas visaram a obtengdo de uma relacdo C/N inicial
semelhante em ambas as pilhas. O volume inicial de cada pilha de compostagem foi de

cerca de 1 m® e ocorreu dentro de cilindros de rede metalica, protegidos por uma rede
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plastica de sombreamento e geotextil para evitar perda excessiva de calor e humidade,
permitindo a circulagdo natural do ar. Durante 0os processos de compostagem, foram
monitorizados os parametros quimicos, fisicos e microbioldgicos conforme descrito por
Coelho et al. (2020).

Os diferentes substratos e a turfa foram testados sem e com tratamento térmico e
enriquecimento com T. atroviride, resultando em doze tratamentos diferentes: turfa (P)
(Hansa Torf Floragard, Alemanha); compostos P1 e P2; os substratos anteriores
submetidos a um tratamento térmico (t) a 60 °C durante sete dias, denominados Pt, P1t e
P2t; substratos enriquecidos (E) PE, P1E e P2E, e os substratos submetidos a tratamento
térmico e também PtE, P1tE e P2tE previamente enriquecidos (Figura 5.1).

Ano 1 Anos 2 ¢ 3
" 2% ¢ 32 i Tratamento térmico |
— ! — | Compostagem \ (60°C, 7 dias) i
Compostagem > ______________ gmmsmenees
ST .
Comnosto Composto L P1 L Plt
7 mﬁ — Pl | J
P [ P1+7a Plt+ Ta.
N % (P1E) (P1tE)
( \ . ~
Identificagdo e c { (
5 ; omposto P2 P2t
N Composto selecao 'de antagonista Py |
P2 (Trichoderma
\ atroviride (Ta.)) | P2+Ta P2+ Ta.
(P2E) (P2tE)

—  /

[ P+ Ta. (PE) ] P+ Ta. (PtE)
|

Y
\ Tratamentos testados (n=12) |

'

Compostagem e ensaios in vivo, em vasos, realizados no 2° e 3°
anos, com os compostos obtidos

Figura 5.1: Esquema do ensaio, com 0s 12 tratamentos em estudo. P1, composto P1; P2,
composto P2; P, turfa; t, substratos sujeitos a tratamento térmico a 60 °C durante sete dias;
E, substratos enriquecidos com Trichoderma atroviride.

5.3.2. Enrequecimento do composto

De entre os fungos isolados dos compostos P1 e P2, T. atroviride foi 0 que apresentou 0s

melhores resultados como agente de controlo bioldgico, com as maiores taxas de inibicao
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dos fungos fitopatogénicos estudados (Coelho et al., 2020). Preparou-se uma suspensdo
de T. atroviride, a qual foi obtida pela adicdo de 50 mL de &gua destilada esterilizada a
placas de Petri onde o fungo cresceu durante sete dias. Esta suspensdo continha 1.33x10°
conidios mL™. P1, P2 e turfa (P) foram enriquecidos pela adicdo de 68 mL desta
suspens&o por litro de substrato, obtendo-se P1E, P2E e PE com 9.0x107 conidios L™ nos
substratos, os quais foram armazenados a temperatura ambiente e no escuro. Duas
semanas apos o0 enriquecimento, os compostos foram testados num ensaio de crescimento,

in vivo (Figura 5.1).

5.3.3. Caracterizacao dos substratos

Apbs os processos de compostagem, foram avaliados os parametros fisicos, quimicos e
bioldgicos dos compostos obtidos. O pH foi determinado em extrato aquoso (1:2 p/v) com
um potenciémetro (Crison Micro pH, 2001), e a condutividade elétrica foi medida no
mesmo extrato, apos filtracdo, com um condutivimetro (Crison 522). Foram determinados
os teores de matéria organica e mineral (Ramos et al., 1987), a matéria seca (Martinez,
1992), a relagcdo C/N, o azoto e as populages microbianas. Os macro e micronutrientes
foram determinados por um laboratério comercial (A2 Anélises Quimicas, Lda,
Portugal), de acordo com a norma EN 13805:2002 / ICP-AES.

A quantificagdo das popula¢des microbianas foi realizada através da enumeragdo do
namero de coldnias obtidas em meios de cultura apropriados. As amostras dos substratos
foram suspensas em solucdo salina tamponada com fosfato e foram preparadas dilui¢es
decimais seriadas, as quais foram inoculadas no meio de cultura adequado para o
crescimento do microrganismo testado. Para a enumeracédo de fungos, bactérias aerdbias,
actinomicetos e microrganismos quitinoliticos, os meios de cultura foram inoculados pela
técnica de espalhamento em placa. Os fungos foram cultivados em Potato Dextrose Agar
(PDA) (Biokar, Franca) e incubados a 25 * 2 °C por 24-48 h; bactérias aerobias totais,
foram cultivadas em Plate Count Agar (PCA) (Oxoid, Inglaterra), a 25 + 2 °C por 24-48
h; actinomicetos, em 1/2PCA a 25 £ 2 °C por 24-48 h (Coelho et al., 2013); os
microrganismos aerobios quitinoliticos foram cultivados em meio de sal mineral (MSM)
adicionado de quitina e agar, a 28 £+ 2 °C durante 5 dias (Alfano et al., 2011). Todos 0s

ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado com trés repeticoes.
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5.3.4. Atividade enzimatica

A atividade enzimatica de todos os substratos (compostos e turfa) foi determinada usando
o0 sistema API-ZYM™ (bioMéricux Italia, Roma, Italia), o qual avalia a atividade de 19
enzimas (Quadro 5.3). As galerias especificas foram inoculadas com 65 pL de uma
suspensdo de 1 g de substrato para 9 mL de solugdo salina estéril (NaCl 9.0 g L™). Apds
incubacéo, por 24 h a 37 °C, as galerias foram ativadas pela adi¢do de 30 pL de Reagente
ZYM A e Reagente ZYM B (bioMérieux Italia, Roma, Italia). De acordo com a cor
desenvolvida em cada reacdo enzimatica, foi atribuido um valor numérico, variando de 0
a 5, utilizando o quadro de cores fornecido pelo fabricante. Os resultados foram expressos

como atividade relativa da enzima g de peso seco de compostos e turfa.

5.3.5. Avaliacdo da capacidade supressiva dos compostos

O efeito do enriquecimento dos compostos foi avaliado pela capacidade supressiva dos
compostos em ensaios in vivo. Apds enchimento de vasos com capacidade de 100 mL
com cada um dos substratos, foi semeada relva (Agrostis stolonifera L.) na densidade
correspondente a 10 g de semente m. Os ensaios decorreram sob o tdnel colocado dentro

da estufa.

Quando a relva ocupou toda a superficie dos vasos procedeu-se a inoculacdo dos fungos
patogénicos Sclerotium rolfsii, Clariiredia spp. (conhecida também como Sclerontia
homeocarpa (Salgado-Salazar et al., 2018)) e Rhizoctonia solani. Em cada vaso foi
colocado um disco de PDA de 6.5 mm de didmetro com micélio em crescimento ativo.
Para S. rolfsii, além do disco com micélio, foram adicionados dois esclerocios em cada
vaso. Para cada doenca, o ensaio foi delineado com quatro blocos completos casualizados,
com doze tratamentos e cinco vasos por tratamento e bloco. Os substratos submetidos a
tratamento térmico e inoculados com os patogénicos foram utilizados como controlo
positivo; substratos submetidos a tratamento térmico, mas ndo inoculados, foram o
controle negativo. Para aumentar e estabilizar a humidade e a temperatura do ar, 0s vasos
foram mantidos sob um tanel de polipropileno dentro da estufa. A temperatura e a
humidade relativa do ar proximo as plantas foram registadas diariamente. A temperatura
méaxima variou entre 11 e 40 °C e a minima entre 5 e 21.2 °C. A temperatura maxima
média foi de 26.4 °C e a minima média de 13.2 °C. A humidade do ar foi mantida acima
de 57 %.
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As plantas foram irrigadas por nebulizacdo aérea para manter o teor de humidade alto. A
adubacdo foliar foi aplicada semanalmente com fertilizante organico-mineral (Ret-Sul,
Eibol, Espanha, com 18 % N-total, 0.75 Fe, 0.1 Mn, 9 % amino&cidos livres) na

concentracéo recomendada pelo fabricante de 150 mL 100L ™.

Estes ensaios foram repetidos duas vezes, com intervalo de dez meses, utilizando os
compostos do 2° e 3° anos de compostagem, a partir do mesmo tipo de misturas (Figura
5.1).

Para os trés fitopatogénicos estudados, o nimero de manchas da doenca e a area afetada
por cada doenca foram registados semanalmente, em todos 0s vasos, para determinagao
da severidade e da incidéncia da doenca. Para confirmar que os sintomas das plantas
correspondiam a cada uma das doencas esperadas, foram inoculadas folhas com sintomas
em meio de cultura PDA, procedendo-se a identificacdo dos fungos isolados, por macro
e microscopia e por técnicas de biologia molecular. A identificacdo das espécies de
fungos foi feita pela analise das sequéncias nucleotidicas da regido ITS1-5.8S-ITS2
utilizando os primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). A severidade da doenca foi
avaliada numa escala de gravidade dos sintomas, adaptada de Baayen e Van der Plas
(1992), onde: 0 = planta assintomaética (0 % doenca); 1 = planta muito pouco infetada (5
% de doenca); 2 = sintomas ligeiros (20 %); 3 = sintomas bem desenvolvidos (50 %); 4

= fortes sintomas da doenca em toda a area (80 %); 5 = plantas mortas (100 %).

A érea sob curva de progresso da doenca (AUDPC) foi determinada de acordo com
Campbell e Madden (1990), mostrando uma velocidade crescente de desenvolvimento da
doenca. A AUDPC por vaso foi calculada pela severidade da doenca integrada entre o
inicio dos sintomas e a concluséo do ensaio e dividindo pela duracdo da epidemia, em
dias, em cada ensaio, a fim de comparar 0s varios ensaios, que tiveram uma variedade de

durac@es epidémicas, de acordo com:

Yityi
?:1( l 21+1) (i1 — &)

Onde:
y = severidade da doenca
t = tempo
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O indice de controle biologico (BCI) e a eficacia foram calculados de acordo com Byrne
et al. (2005). O BCI foi aplicado para combinar eficacia-consisténcia da reducdo da

doenga, conforme:

Eficacia
BCl = —————
Consisténcia

A eficacia é indicada pela percentagem da reducdo média da doencga e a consisténcia pelo

desvio padrdo dessas médias.

5.3.6. Andlise estatistica

O ensaio foi delineado com quatro blocos completos casualizados, com doze tratamentos
e cinco vasos por tratamento e bloco. As propriedades quimicas e microbiolédgicas dos
substratos foram comparadas por analise de variancia multifatorial (ANOVA) seguida
pelo teste das amplitudes multiplas de Duncan (New Multiple-Range Test). Os dados dos
ensaios in vivo, como a incidéncia da doenca, nimero de manchas da doenca, area afetada
pela doenca, area sob curva de progresso da doenca (AUDPC) e o indice de controle
biolégico (BCI) foram analisados por uma ANOVA e comparados através teste das
amplitudes multiplas de Duncan. A severidade da doenca foi analisada e realizadas
comparacGes multiplas (todas aos pares) usando o teste de Kruskal-Wallis. A normalidade
da distribuicdo amostral e a homogeneidade das variancias foram verificadas antes dos
testes ANOVA e Kruskal-Wallis (Zar, 1999; Field, 2009). No que respeita a analise
estatistica dos dados, nos dois anos consecutivos, foi usado o software IBM SPSS
Statistics versdo 25 (IBM Corp., 1989-2017, EUA).
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5.4. Resultados e discussao
5.4.1. Caracterizacdo dos compostos

Foram observadas algumas diferencas (p < 0.05) entre os compostos e a turfa utilizados

como substratos (Quadro 5.1).

Quadro 5.1: Caracteristicas dos substratos estudados.

pH EC OM N P20s K20 CaO MgO SOs Fe Mn

(dS m*) (g 100g™) (mg.kg™)

P1 7.08c 1.58a 71.9e 2.05ab 0.77a 2.64b 2.09a 0.33ab 0.74a 602d 59.8a

PIt 7.60ab 1.71a 61.8f 1.83ab 0.71ab 2.34d 1.90b 0.31ab 0.64ab 620c 58.3a

PIE 7.08c 1.67a 77.0de 2.22a 0.56d 2.32d 1.68b 0.27b 0.62ab 467g 45.4bc

PItE 7.52ab 1.90a 72.1e 2.17a 0.76a 2.51c 2.00b 0.32ab 0.45b 642b 60.1b

P2 7.35bc 2.33a  83.5bc 1.78ab 0.75a 2.79a 2.12a 0.34a 0.45b 467g 43.1cd

P2t 7.79a 2.26a  74.1de 1.65bc 0.69bc 2.53cd 2.03b 0.32ab 0.63ab 478f 42.7de

P2E 7.23bc 2.28a 89.9b 1.95ab 0.64c 2.47c 1.72b 0.29ab 0.67ab 702a 37.8e

P2tE 7.79a 2.21a  78.9cd 1.88ab 0.74a 2.61b 1.90b 0.33ab 0.72ab 521e 44.0bc

P 500d 0.10b 93.5a 1.18d

Pt 4.93d 0.12b 93.5a 1.14d

PE 5.06d 0.10b 94.7a 1.23cd

PtE 4.73d 0.10b 95.7a 1.17d

P1, composto P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos submetidos a tratamento térmico
(60 °C durante 7 dias); E, substratos enriquecidos com Trichoderma atroviride; EC,
condutividade electrica; OM, matéria organica; N, azoto. Para cada coluna, os valores
seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas entre si (p < 0.05), de acordo com 0
novo teste das amplitudes multiplas de Duncan (New Multiple-Range Test).

Os substratos P1 e P2 sujeitos a tratamento térmico e tratamento térmico enriquecido com
Trichoderma spp. apresentaram pH mais elevado, quando comparados com 0s compostos
originais e enriquecidos (Quadro 5.1). Segundo Suérez-Estrella et al. (2013), a maior
capacidade supressiva do composto é obtida quando o pH esta préoximo do neutro, a CE
abaixo de 3 dS m? e a matéria organica acima de 85 %. Os compostos estudados
apresentaram caracteristicas semelhantes as citadas por esses autores. O teor de matéria
organica, superior a 85 %, foi registado em P2E (Quadro 5.1). Alguns autores verificaram

que T. harzianum poderia solubilizar nutrientes de diferentes substratos, devido a
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libertacdo de acidos organicos e consequente acidificacdo do meio (Machado et al., 2012).
Pang et al. (2017) também verificaram que o0 aumento do teor de matéria organica, azoto
amoniacal, fdésforo, potassio e azoto em fertilizantes orgéanicos enriquecidos com
Trichoderma spp., melhora a fertilizacdo do solo e a sua biodiversidade. Esses autores
também relataram que as plantas apresentaram maior biomassa e maior sistema radicular
na presenca de Trichoderma spp.. Esse aumento de nutrientes pode ser explicado pelo pH
e pela microbiota do solo, o que afetara a disponibilidade de nutrientes para as plantas
(Machado et al., 2012). O fésforo pode ser solubilizado e armazenado na biomassa de
Trichoderma spp., sendo libertado posteriormente numa forma disponivel para a planta
(Halvorson et al., 1990).

Comparando os substratos tratados termicamente com os tratados termicamente e
enriquecidos, verificou-se que o enriquecimento aumentou o teor de K>O e Fe; P.Os e
Mn, dado que foram maiores em P2tE quando comparados com P2t (Quadro 5.1).
Altomare et al. (1999) também verificaram que Trichoderma harzianum, en ensaios in
vitro, apresentou capacidade de solubilizar MnO2, Zn, P20s e Fe, contribuindo para sua
maior disponibilidade.

Como esperado, 0 enriquecimento dos compostos, com uma suspensdo de 1.33x10°
conidios mL™, contribuiu para o aumento das populagdes de fungos (p < 0.05). Resultados
semelhantes foram verificados para as populagcdes de Trichoderma spp. Na turfa, o
enriquecimento ndo contribuiu para o aumento significativo das populagdes dos
microrganismos estudados (p < 0.05). Nos substratos submetidos ao tratamento térmico,
ndo foram quantificadas populacbes de Trichoderma spp. e as populacBes de fungos
foram significativamente reduzidas, com predominio de leveduras. A reducdo da
microbiota do substrato pelo tratamento térmico favoreceu o desenvolvimento de

Trichoderma spp. nos substratos enriquecidos (Quadro 5.2).
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Quadro 5.2: Enumeracio de populacdes microbianas (UFC g™ composto) nos diferentes
substratos.

Fungos Trichoderma spp. Bactérias Actinomicetos Quitinoliticos

Pl 5 40x10°c  3.07x10 ¢ 1.33x10°  5.47x107b 2.40x10b
PIt  2.20x10°%c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00b

P1E 2.01x1010b 1.91x108b 2.63x10% 8.70x107a 1.10x10%
PItE 1.86x106c 9.52x106c 2.87x10% 8.00x10° 2.32x10%
P2 6.33x106c 8.27x105c 2.63x107c  4.63x107b 6.86x10'b
P2t 1.00x104c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00b

P2E 2.54X10“a 2.76x1083 2.69x10°a  7.50x107a 2.16x10%a
P2tE 2.68x107c 9.25x106c 3.33x107c  4.00x10° 2.31x10%%
P 2.83x10°c 2.00x104c 9.20x10% 1.09x107c 2.14x10°b
Pt 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00b

PE 1.36x1060 5.97x1060 3.00x10% 2.93x10° 2.03x10%
PtE 7.77x105c 4.80x106c 4.37x10% 9.9x10%c 2.31x10%%

P1, composto P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos submitidos a tratamento térmico
a 60 °C durante sete dias; E, substrato enriquecido com Trichoderma atroviride. Para cada
coluna, valores com a mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticas significativas
(p < 0.05), de acordo com o novo teste de amplitudes multiplas de Duncan (New Multiple-
Range Test).

As maiores populagdes de bactérias foram quantificadas em P2E, e as de actinomicetos
em P2E e P1E. Esses microrganismos ndo foram isolados, como seria de esperar, nos
substratos tratados termicamente. Os microrganismos quitinoliticos apresentaram a maior
populacdo em P2E, como esperado, uma vez que foram adicionados residuos de
cogumelos a pilha de compostagem (Quadro 5.2).

5.4.2. Atividade enzimatica

Os compostos estudados apresentaram atividade enzimatica elevada, tal como observado
por Alfano et al. (2011). A maioria das 19 enzimas testadas, estava presente nos substratos
a base de composto. Como esperado, os substratos submetidos a tratamento térmico e
enriquecidos com T. atroviride apresentaram menor atividade que os substratos nédo
tratados e enriquecidos. O reduzido numero de popula¢Ges microbianas observado na
turfa explica os valores baixos relativos a atividade enzimatica (P e Pt). No entanto, ap0s

0 enriquecimento da turfa com T. atroviride, a atividade enzimética deste substrato
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aumentou, principalmente para as enzimas fosfatase alcalina, fosfatase acida, [3-

glicosidase e N-acetil-pB-glucosaminidase (Quadro 5.3).

Quadro 5.3: Atividade enzimatica nos substratos (atividade relativa enzimatica g).

Substratos®
Composto P1 Composto P2 Turfa
Enzima? | P1 P1t P1E P1ltE | P2 P2t P2E P2tE p Pt PE PtE
1 4.0ab 4.0ab 45a 4.0ab|50a 50a 50a 20cd |1.0de 0.0e 3.5abc 2.5bcd
2 4.0ab 2.0bc 45a 0.0c |[5.0a 20bc 50a 1.0c 1.0c 0.0c 2.0bc 0.5c
3 4.0ab 4.0ab 4.0ab 4.0ab|50a 4.0ab 50a 15cd |1.0d 0.0d 3.0bc 1.5cd
4 4.0ab  0.0e 4.0ab 3.0bc |5.0a 4.0ab 5.0a 1.5cde |0.0e 0.0e 2.0cd 1.0de
5 4.0a 4.0a 40a 30ab|40a 40a 40a 25ab |[1.0b 1.0b 2.0ab 0.5b
6 4.0a 2.0abc 4.0a 3.0ab |4.0a 3.0ab 4.0a 2.0abc | 0.0c 0.0c 2.5ab 1.0bc
7 0.0b 0.0b 0.0b 00b [0Ob 0.0b 4.0a 20b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b
8 4.0a 0.0c 40a 4.0a |40a 20b 4.0a 2.0b 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
9 4.0a 0.0c 40a 4.0a |4.0a 0.0c 4.0a 2.0b 0.0c 1.0bc 0.0c 0.0c
10 4.5a 4.0a 40a 4.0a |40a 40a 40a 25 |[1.0b 1,0b 4.0a 2,5ab
11 4.0a 2.0b 40a 40a |40a 4.0a 40a 0.5b 1.0b 1.0b 1.5b 0.5b
12 2.5abc 3.0ab 3.0ab 3.0ab |4.0a 2.0bc 4.0a 1.5bcd |0.0d 1.0cd 2.5abc 1.5bcd
13 5.0a 5.0a 5.0a 4.0ab | 5.0a 3.0bc 4.0ab 2.5bcd | 1.0d 1.0d 3.0bc 1.5cd
14 4.0a 4.0a 40a 4.0a |40a 3.0ab 40a 20ab |1.0b 1.0b 3.0ab 2.0ab
15 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
16 4.0a 3.0ab 40a 40a |[40a 30ab 40a 25ab |[0.0c 0.0c 3.0ab 2.0b
17 4.0ab 0.0c 5.0a 4.0ab | 4.5ab 4.0ab 5.0a 2.5b 0.0c 0.0c 4.0ab 2.5b
18 0.0c 0.0c 20b 0.0c [|0.0c 0.0c 4.0a 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
19 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b [35a 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 2.0ab 0.0b

1t substratos submetidos a tratamento térmico a 60 °C durante sete dias; E, substratos
enriquecidos com Trichoderma atroviride.

21 — Fosfatase alcalina; 2 — Esterase (C 4); 3 — Esterase Lipase (C 8); 4 — Lipase (C 14);
5 — Leucina arilamidase; 6 — Valina arilamidase; 7 — Cistina arilamidase; 8 — Tripsina; 9
— o-quimotripsina; 10 — Fosfatase acida; 11 — Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase; 12 — a-
galactosidase; 13 — B-galactosidase; 14 — B-glucuronidase; 15 — a-glucosidase; 16 — -
glucosidase; 17 — N-acetil-B-glucosaminidase; 18 — a-manosidase; 19 — a-fucosidase.
Para cada linha, os valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticas

significativas para p < 0.05 (Teste de Duncan).

O composto P2 apresentou maior atividade enzimatica que o P1. Quando os compostos

foram enriquecidos com T. atroviride, a sua atividade enzimatica aumentou: em P1,

nomeadamente fosfatase alcalina, esterase (C 4) e N-acetil-B-glucosaminidase; em P2,

cistina arilamidase, N-acetil-B-glucosaminidase e a-manosidase (Quadro 5.3).

A quitina é um polimero ligado a B-(1,4)-N-acetil-B-glucosamina (Brzezinska et al.,

2014), e N-acetil-B-glucosaminidase € uma exoquitinase (Gortari e Hours, 2008),
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portanto parece razoavel que a atividade da N-acetil-B-glucosaminidase tenha sido
superior em P2 e nos substratos enriquecidos, considerando o maior teor de quitina nestes
substratos. Trichoderma spp. € conhecido como produtor de N-acetilglucosaminidases,
endoquitinases e uma quitibiosidase glucosamina (Brzezinska et al., 2014). Sabe-se que
a B-glucosaminidade possui atividade antiflngica e esta envolvida no controlo biologico
de fungos fitopatogénicos (Lorito et al., 1994). Esta atividade tem sido associada a
presenca de Trichoderma spp. e tem efeito no biocontrolo de R. solani e Sclerotinia
sclerotiorum (Brunner et al., 2003). Avilés e Borrero (2017), usando composto de bagago
de azeitona para controlar a murchidao causada por Verticillium, verificaram que quando
a atividade da N-acetil-pB-glucosaminidase deixou de ser observada, a supressividade do
composto foi parcialmente reduzida. Além disso, o maior teor de lipase em P2 e P2E,
pode estar associado as maiores popula¢es de fungos com capacidade de penetrar na
cuticula do hospedeiro, constituida por quitina (Homthong et al., 2016), contribuindo para
o0 controlo biol6gico da doenca transmitida pelo solo (Homthong et al., 2016; Boat et al.,
2019).

Segundo Monteiro et al. (2010), a presenca de fosfatase acida pode desempenhar um
papel no micoparasitismo de Trichoderma e na hidrolise da parede celular dos
fitopatogénicos. Os compostos apresentaram maior atividade desta enzima e de outras
fosfatases (Quadro 5.3). A leucina arilamidase, envolvida na libertagcdo de um aminoécido
N-terminal de peptideos, amidas ou arilamidases, foi encontrada em P1 e P2, bem como
em P1E e P2E (Quadro 5.3).

A alta atividade da B-glicosidase verificada em P1, P2, P1E e P2E pode indicar a
existéncia de competicdo por compostos de carbono e, portanto, ser um indicador de

microbiostase (Borrero et al., 2009).
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5.4.3. Avaliacdo da capacidade supressiva dos compostos

5.4.3.1 Clarireedia spp.
No final do ensaio, a area afetada por Clarireedia (gen. nov) spp. foi significativamente
inferior nos substratos P1 e P1E, sem diferencas estatisticas em relacdo a P2E (p < 0.05)
(Figura 5.2).
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Figura 5.2: Eficacia dos compostos no controlo bioldgico de Clarireedia (gen. nov) spp..
Average Affected Area, Média da area afectada; Average BCI, média do indice de controlo
bioldgico; Average AUDPC, area média sob o progresso da curva da doenga; Disease
Severity, Severidade da doenca; P1, composto P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos
submetidos a tratamento térmico a 60 °C durante sete dias; E, substratos enriquecidos
com Trichoderma atroviride. As barras com diferentes letras apresentam diferencas
estatisticamente significativas para p < 0,05 (Teste de Duncan).

Quando comparados com o0s substratos tratados termicamente, 0s enriquecidos
apresentaram reducdo na area afetada de 53.5 % (P1E) e 56.1 % (P2E). Foi verificada
uma correlagéo negativa entre o teor de azoto e a diminuicéo de Clarireedia spp. (Coelho

et al., 2020). Neste ensaio, embora nédo se verifiquem diferencas significativas, os niveis
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de azoto foram maiores em P1 (Figura 5.2 e Quadro 5.1), 0 que pode ter contribuido para
um melhor controlo da doenga. A aplicacdo de azoto contribui para a redugédo desta
doenga, sendo recomendada como medida cultural para seu controlo (Tani e Beard, 1997;
Walsh et al., 1999). Em P1E, o maior teor de azoto associado as popula¢des microbianas,
nomeadamente Trichoderma spp., tera contribuido para um maior controlo da doenca
(Figura 5.2). O enriquecimento de P2 (P2E) conduziu a reducdo da area afetada quando
comparado a P2 (p < 0,05) (Figura 5.2), porém nédo foram observadas diferengas entre P1
e P1E. As populagdes de Trichoderma spp. no composto P2E controlaram o crescimento
de Clarireedia spp, conforme relatado por Coelho et al. (2016). Esses autores observaram
que T. gamsii foi eficiente no controlo do crescimento de S. homeocarpa, em relvados,
onde foram observados menos sintomas de dollar spot. O enriquecimento de P1 (P1E),
apesar da maior populacao de Trichoderma spp. ndo aumentou a protecdo das plantas em
compara¢do com P1. Provavelmente, o teor de azoto associado a populacdo de
Trichoderma spp. em ambos o0s substratos (P1 e P1E) reforcou a capacidade de controlo
da doenca. No entanto, os substratos submetidos ao tratamento térmico mostraram menor
capacidade de controlar a doenca (Figura 5.2), devido a reducdo de microrganismos,
nomeadamente agentes de controlo bioldgico (Quadro 5.2Figura 5.2), evidenciando a
relevancia dos antagonistas no controlo desta doenca. Além disso, o controlo de
Clarireedia spp. com recurso a aplicagdes de azoto, pode trazer outros problemas no
controlo de doengas, nomeadamente R. solani. Townsend et al. (2018) constataram que
para atingir um controlo de 30 a 50 % de dollar spot, sdo necessarias quantidades elevadas

de azoto, tornando a medida impraticavel.

O BCI néo apresentou diferengas significativas entre P1, P1E, P2E e PE (p > 0.05). A
AUDPC foi maior nos substratos submetidos a tratamento térmico (p < 0.05). A
severidade da doenca apresentou diferencas significativas, H(11) = 129.79, p < 0.001 e

P1E, P1, P2E e P2 mostraram a menor severidade da doenca (Figura 5.2).

Clarireedia (gen. nov) spp. é uma das principais causas da doenca dollar spot em
relvados. As aplicagdes de compostos enriquecidos com T. atroviride podem ser uma

alternativa viavel, as técnicas tradicionais, para reduzir a ocorréncia de dollar spot.
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5.4.3.2 Sclerotium rolfsii
No final do ensaio, as plantas inoculadas com S. rolfsii e cultivadas nos substratos
enriquecidos com T. atroviride (P1E e P2E) e em P2 apresentaram a menor &rea afetada
(p < 0.05) (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Eficacia dos compostos no controlo biol6gico de Sclerotium rolfsii. Average
Affected Area, média da area afectada; Average BCI, média do indice de controlo
bioldgico; Average AUDPC, area média sob o progresso da curva da doenca. Disease
severity, severidade da doenca. P1, composto P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos
submetidos a tratamento térmico a 60 °C durante sete dias; E, substratos enriquecidos
com Trichoderma atroviride. As barras com diferentes letras apresentam diferencas
estatisticamente significativas para p < 0.05 (Teste de Duncan).

Os substratos submetidos a tratamento térmico apresentaram a maior area afetada (p <
0.05), destacando o efeito dos microrganismos no controlo de doencas das plantas. Para
este fungo, houve um decréscimo de 38.5 % em P1E, comparando com P1t e de 43.5 %
em P2E, comparado com P2t. Situacdo semelhante foi registada para a severidade da
doenca (p < 0.05). AUDPC apresentou 0s maiores valores nos substratos com tratamento
térmico (P1t, P2t e Pt) (p < 0.05). Os restantes tratamentos nao apresentaram diferencas
significativas, porém P2 apresentou os melhores resultados, indicados pelo menor indice
AUDPC, sendo este substrato o que apresentou maior BCI, com valores
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significativamente superiores aos restantes substratos. A severidade da doenca apresentou
diferencas significativas, H(11) = 155.35, p < 0.001 e P2, P2E, P1E e P1 mostraram a
menor severidade da doenga. Comparando os substratos tratados termicamente, quando
enriquecidos, o controlo da doenca foi melhorado, conforme indicado pela area afetada e
pelos indices de severidade da doenca (Figura 5.3). Nos compostos, esclerécios de S.
rolfsii foram infetados por fungos antagonistas, tendo sido observado que Trichoderma
spp. é 0 antagonista primario, colonizando esclerdcios, independentemente das condigdes
ambientais, conforme referido por Zmora-Nahum et al. (2008) e Reis (2016). Coelho et
al. (2020), em ensaios in vitro, mostraram que T. atroviride, isolado de compostos
organicos, provocou uma percentagem de inibicdo superior a 58.5 %, quando confrontada

com S. rolfsii, prevenindo o desenvolvimento de esclerdcios.

5.4.3.3 Rhizoctonia solani
Quando a relva foi inoculada com R. solani, verificou-se que o enriquecimento dos
substratos aumentou a protecdo das plantas, indicado pela diminuicdo da area afetada e

pela severidade da doenca, tanto em P1 quanto em P2 (p < 0.05) (Figura 5.4).
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Figura 5.4: Eficacia dos compostos no controlo bioldgico de Rhizoctonia solani. Average
Affected Area, média da area afectada; Average BCI, média do indice de controlo
bioldgico; Average AUDPC, area média sob o progresso da curva da doenca. Disease
severity, severidade da doencga. P1, composto P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos
submetidos a tratamento térmico a 60 °C durante sete dias; E, substratos enriquecidos
com Trichoderma atroviride. As barras com diferentes letras apresentam diferencas
estatisticamente significativas para p < 0,05 (Teste de Duncan).

Em relagdo aos substratos tratados termicamente, houve um decréscimo de 36.9 % em
P1E e de 69.3 % em P2E. No entanto, o BCI apresentou diferencas significativas apenas
em P2 (p<0.05). Para AUDPC ndo se verificou efeito do enriquecimento, quando
comparado aos substratos originais (P1 e P2) (p > 0.05). No entanto a severidade da
doenca apresentou diferengas significativas, H(11) = 123.32, p < 0.001, mostrando P2E
o valor mais baixo de severidade seguido de P1E. Assim, comparando os doze
tratamentos estudados, a rea afetada e a severidade da doenca foram menores em P2E,
que apresentou o maior valor de BCI (p < 0.05). Estes resultados mostraram que o
enriquecimento dos substratos com T. atroviride foi eficaz, aumentando o controlo do
crescimento de R. solani. O composto P2 destaca-se pela maior populacdo de
Trichoderma spp., parte da qual ja existia no composto antes do enriquecimento, o que
pode estar associado a incorporacdo de residuos ricos em quitina na mistura de
compostagem. Coelho et al. (2020) relataram uma correlacao positiva entre as populagdes
de Trichoderma spp. e 0 BCI. A acdo entre Trichoderma spp. e R. solani, é caracterizada
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como supressividade especifica, a qual resulta da acdo de um ou mais antagonistas, nos
quais Trichoderma spp. tem um papel importante (Reis, 2016). Além disso, as
propriedades quimicas do substrato podem influenciar o controlo de R. solani,
nomeadamente o seu teor de fosforo, que pode ser solubilizado por T. atroviride,
aumentando assim o seu teor. Altomare et al. (1999) descreveram que Pythium spp. e
Rhizoctonia spp. ndo solubilizam fosfatos. Este facto pode ser usado a favor de
Trichoderma, que ao solubilizar o P20s, melhora o controlo da doenga. Alem disso, o teor
de azoto, menor nos substratos de P2 (Quadro 5.1), pode ter contribuido para o melhor
desempenho desses substratos no controlo de R. solani, conforme citado por Tani e Beard
(1997) e Tredway e Burpee (2001). O controlo de R. solani por Trichoderma spp. é
conseguido através de um complexo processo micoparasitario, através do qual o
antagonista produz enzimas que degradam a parede celular do hospedeiro e 0 matam
(Harman et al., 2004). A atividade de enzimas como a -glucosaminidade, que € maior
em substratos enriquecidos (Quadro 5.3), também tera contribuido para um maior

controlo da doenga (Brunner et al., 2003).

O enriquecimento de compostos com Trichoderma spp. melhorou sua eficacia como
agentes de controlo de doencas, tal como verificado por outros autores (Avilés el al.,
2011). As menores populagBes microbianas e atividade enzimética observadas na turfa
(Quadro 5.2 e Quadro 5.3), em comparacdo com 0S compostos enriquecidos, podem
explicar a baixa contribuicdo da turfa para o controlo de doencas, como observado por
Alfano et al. (2011).

5.5. Conclusoes

O enriquecimento de compostos organicos com T. atroviride aumentou alguns teores de
nutrientes, como o potassio e o ferro. As maiores populacdes de microrganismos nos
compostos enriquecidos aumentaram a atividade enzimética nestes compostos,

particularmente de N-acetil-B-glucosaminidase.

O enriquecimento do composto contribuiu também para o controlo biolédgico de S. rolfsii,
Clariiredia spp. e R. solani. Houve diminuicdo da area afetada por Clarireedia spp. em

P1, sendo menor em P1E devido ao maior teor de azoto e as populag@es de Trichoderma
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spp.. A populacdo de Trichoderma em P2E tera contribuido para a maior eficicia deste

substrato no controlo de R. solani e S. rolfsii.

Este trabalho permitiu concluir que os compostos organicos enriquecidos com T.
atroviride, aplicados em relva, irdo aumentar a sua sustentabilidade promovendo o
controlo bioldgico de doencgas com reduzida aplicacdo de pesticidas. Em campos de golfe,
a aplicacdo de composto pode ser feita ndo apenas como topdressing (cobertura), mas
especialmente como uma operacao de coring (perfuracdo oca da relva), um procedimento
de manutencdo atual, usando uma mistura de areia e composto em vez de apenas areia,
tradicionalmente aplicada. Com esta operacdo, 0 composto pode ser incorporado nos
primeiros centimetros do perfil do solo, em condi¢Bes mais proximas as testadas no ensaio

de vaso.
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6. CAPITULO 6

Efeito do armazenamento na capacidade supressiva dos

compostos enriquecidos com Trichoderma atroviride

O conteudo deste capitulo foi submetido a revista Biological control, a 07 de setembro de
2022.

Coelho, L., Dionisio, L., Guerrero, C., Reis, M. The influence of the storage period on

the suppressive capacity of composts enriched with Trichoderma atroviride.
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6.1. Resumo

A aplicacdo de compostos ao solo pode favorecer o controlo de doencas, melhorando
simultaneamente a sua fertilidade, contribuindo para a economia circular na agricultura.
A atividade dos microrganismos antagonistas presentes nos compostos favorecem o
controlo bioldgico de doencas do solo, o qual pode ser alcancado de diferentes formas,

sendo Trichoderma spp. um dos fungos antagonistas mais conhecidos.

Foi avaliado o efeito do periodo de armazenamento dos compostos, enriquecidos com
Trichoderma atroviride, no controlo de Rhizoctonia solani, Clarireedia spp. e Sclerotium
rolfsii em relva (Agrostis stolonifera L. cv. T1). Para tal, no final dos processos de
compostagem, os dois compostos obtidos foram enriquecidos com T. atroviride e
armazenados a temperatura ambiente e no escuro. Os compostos enriquecidos foram
testados in vivo, aos 0, 6 e 12 meses de armazenamento. Foi usada relva para avaliar a
capacidade supressiva dos compostos, a qual foi semeada em vasos de 100 mL e, quando
cobriu toda a area do vaso, foi inoculada com os fungos patogénicos. Determinou-se € a
incidéncia e a severidade das doencas, a AUDPC e o BCI. Os compostos enriquecidos
mostraram um melhor controlo das doencas durante o periodo de armazenamento. Em
ambos 0s compostos, com e sem enriquecimento, verificou-se uma diminuicdo da
supressividade aos 12 meses de armazenamento, mais acentuada nos compostos nédo

enriquecidos.

Palavras-chave: Agrostis stolonifera; fungos antagonistas; biocontrolo; compostagem;

agricultura biolégica

6.2. Introducéao

A compostagem é um processo que permite a conversdo de residuos organicos em
compostos, produtos com caracteristicas melhoradas para serem utilizados na agricultura
como fertilizantes ou no controlo de doencas de plantas (Golueke, 1991; Boulter et al.,
2000; Cotxarrera, et al., 2002; Borrero et al., 2009; Alfano et al., 2011; Castafio et al.,
2011; Castario et al., 2013; Jambhulkar et al., 2015; Liu et al., 2016). Recentemente, tem-
se verificado um aumento no interesse pela compostagem, devido a procura de métodos

de tratamento de residuos ambientalmente favoraveis, a necessidade de aumentar a
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circularidade na agricultura e o aumento da procura de produtos agricolas biologicos
(Antil et al., 2014). O biocontrolo, através dos microrganismos presentes nos compostos,
€ uma abordagem alternativa e atrativa para o controlo de doencas das plantas, que
contribui para a economia circular por ser uma opcao sustentavel e ambientalmente
compativel, evitando o impacto negativo dos fitofarmacos sintéticos, tanto na saude
humana como no meio ambiente (Barker, 2001; Stowell e Gelernter, 2001; Trillas et al.,
2006; Dempsey et al., 2012; Gan e Wickings, 2017; Ram et al., 2019).

O controlo bioldgico de doencas de plantas, com recurso aos compostos organicos,
depende da diversidade da comunidade microbiana, em particular da presenca de espécies
com capacidade competitiva contra 0os organismos patogénicos (Liu et al., 2016). A
supressividade do composto estd associada a atividade microbiana que interage com a
matéria organica e a planta hospedeira (Mahatma e Mahatma, 2015; Val-Moraes, 2015).
Fatores abidticos, como o pH, o célcio, as diferentes formas de azoto e outros nutrientes,
podem desempenhar um papel importante na capacidade supressiva (Kariuki et al., 2015).

Muitas das doencas do solo conhecidas, sdo consequéncia do baixo teor de matéria
organica dos solos e das frequentes mobilizagdes (De Corato, 2020). A aplicacdo de
composto, principalmente quando enriquecido com fungos antagonistas, pode ser
utilizada no biocontrolo de doencas de plantas, sendo Trichoderma spp. um dos fungos
mais utilizados (Blaya, 2013; De Corato, 2020, Coelho et al. 2021). Trichoderma spp. €
eficaz contra muitos agentes fitopatogénicos (Verma et al., 2007), nomeadamente fungos
do solo patogénicos de plantas (Hermosa et al., 2000), como Rhizoctonia solani (Hoitink
et al., 2001; Trillas et al., 2006; Val-Moraes, 2015), Fusarium oxysporum (Cotxarrera et
al., 2002), Colletotrichum orbiculare (Zhang et al., 1998), Phytophthora capsici (Segarra
et al., 2013) e patogenicos foliares, como Botrytis cinerea (Segarra et al., 2007).

Durante o armazenamento, as caracteristicas do composto alteram-se, nomeadamente o
teor de azoto e as populagdes microbianas (Al-Bataina, 2016) afetando a sua capacidade
supressiva (Avilés et al., 2011; Boehm e Hoitink, 1992; De Corato, 2020; Jambhulkar et
al., 2015). Por esta raz&o, a avaliacdo da capacidade supressiva dos compostos durante o
armazenamento é fundamental, considerando que os compostos podem ndo ser utilizados
imediatamente apGs a compostagem e perder essa capacidade ao longo do tempo. Durante
0 armazenamento, ocorreram alteracbes quimicas nos compostos, sendo importante

determinar a sua influéncia na supressividade (Rijn et al., 2007). Como resultado do
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armazenamento, as popula¢des microbianas variam e geralmente ocorre uma diminui¢do
na biomassa microbiana (Butler et al. 2001). No entanto, a capacidade supressiva dos
compostos € atribuida a atividade de diferentes comunidades microbianas, sendo a chave
para entender a sua capacidade de controlo de doencas (Hadar, 2011). Além disso, as
alteracdes nas populaces microbianas ocorrem devido a mudangas nas caracteristicas
dos compostos, que se alteram com o tempo (Pesaro et al., 2004). Neste trabalho, os
compostos obtidos foram armazenados e testados ap6s 0, 6 e 12 meses. Apds cada um
desses periodos, foram determinadas as caracteristicas fisicas, quimicas e

microbioldgicas dos compostos e avaliada sua capacidade supressiva em ensaios in vivo.

6.3. Material e métodos

Os ensaios com relva foram realizados no Campus de Gambelas, Universidade do
Algarve, Portugal (37°02'35.45"N, 7°58'20.64"W), numa estufa de aco, ndo aquecida,
com cobertura de filme de polietileno e arejamento pelo telhado e paredes laterais. Todos

0s ensaios foram repetidos duas vezes.

6.3.1. Preparacdo dos compostos e dos substratos

Dois compostos, designados P1 e P2, foram obtidos por processos de compostagem de
residuos agroindustriais, em pilhas com arejamento por revolvimento. O composto P1 foi
obtido a partir de uma mistura de residuos de laranja, de uma associacao de agricultores,
aparas de relva, de um campo de golfe e bagaco de uva de uma adega, na proporcao de
0.9:1.1:1 (v/v), respetivamente. O composto P2 foi produzido com as mesmas matérias-
primas, as quais foram adicionados residuos da producdo de cogumelos (Shiitake), com a
relacéo final de 1.8:0.2:1.5:0.5 (v/v), de modo a obter uma relagéo C/N inicial semelhante
em ambas as pilhas. O volume inicial de cada pilha de compostagem foi de cerca de 1 m®
e a compostagem ocorreu em recipientes de rede metélica, protegidos por uma rede
plastica, para evitar perdas excessivas de calor e humidade, permitindo ventilagéo natural.
A compostagem dessas misturas de residuos foi repetida duas vezes, em dois anos
consecutivos. Durante a compostagem foram monitorizados os parametros quimicos,

fisicos e microbioldgicos, conforme descrito por Coelho et al. (2020).
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Nos ensaios in vivo, os substratos P1, P2 e a turfa foram testados com e sem tratamento
térmico e enriquecimento com T. atroviride (Coelho et al., 2021), resultando em doze
tratamentos diferentes: turfa (P) (Hansa Torf Floragard, Alemanha); compostos P1 e P2;
P1 e P2 com tratamento térmico (t) a 60 °C durante sete dias, denominados Pt, P1t e P2t;
substratos enriquecidos com T. atroviride (E), com as designacdes PE, P1E e P2E, e 0s
substratos submetidos a tratamento térmico e também previamente enriquecidos com T.
atroviride, designados por PtE, P1tE e P2tE (Coelho et al., 2021).

6.3.2. Armazenamento dos compostos

Para avaliar a capacidade supressiva dos compostos ao longo do tempo, exceto para
substratos tratados termicamente, os compostos foram mantidos em sacos que
permitissem o arejamento e armazenados em local seco, no escuro a temperatura
ambiente. Os substratos tratados termicamente ndo foram armazenados, sendo P, P1 e P2
tratados termicamente aos 0, 6 e 12 meses para obtencdo de Pt, P1t e P2t. Em cada periodo
de avaliacdo (0, 6 e 12 meses), as propriedades dos 12 substratos foram determinadas e

sua capacidade supressiva avaliada.

6.3.3. Caracterizacao de substratos

Em cada um dos periodos de armazenamento (0, 6 e 12 meses), as propriedades quimicas,
fisicas e microbioldgicas dos substratos foram avaliadas: o pH foi determinado em extrato
aquoso (1:2 p/v) com um potenciémetro (Crison Micro pH, 2001), e a condutividade
elétrica foi medida no mesmo extrato, apés filtracdo, com um condutivimetro (Crison
522). A matéria organica e mineral (Ramos et al., 1987), a matéria seca (Martinez, 1992),
arelacdo C/N, o teor de azoto e as populacdes microbianas também foram avaliados. Os
fungos totais e as populagdes de Trichoderma spp. foram quantificadas apds o seu
crescimento nos meios de cultura apropriados. Foram preparadas suspensdes com as
amostras dos substratos, usando solucao salina tamponada com fosfato e feitas dilui¢cdes
decimais seriadas, as quais foram inoculadas no meio de cultura adequado para o
crescimento do microrganismo a testar. Para a enumeragdo dos fungos, as suspensoes
foram inoculadas no meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA) (Biokar, Franca), pela

técnica de espalhamento em placa e incubagéo a 25 + 2 °C por 24-48 h; Trichoderma spp.
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foram cultivados em meios de cultura semi-seletivos (Chung e Hoitink, 1990) e incubados
a25+2°Cpor72h.

A atividade enzimaética de todos os substratos foi determinada usando o sistema API-
ZYM™ (bioMérieux Italia, Roma, Italia), o qual avalia a atividade de 19 enzimas
(fosfatase alcalina, esterase, esterase lipase, lipase, leucina arilamidase, valina
arilamidase, cistina arilamidase, tripsina, a-quimotripsina, fosfatase acida, naftol-AS-BI-
fosfohidrolase, o-galactosidase, PB-galactosidase, B-glucuronidase, o-glucosidase, -
glucosidase, N-acetil-B-glucosaminidase, a-manosidase, o-fucosidase). As galerias
especificas foram inoculadas com 65 pL de uma suspenséo de 1 g de substrato para 9 mL
de solugéo salina estéril (NaCl 9,0 g L™Y). Apds incubagéo, durante 24 h a 37 °C, as galerias
foram ativadas pela adicao de 30 pL de reagente ZYM A e reagente ZYM B (bioMérieux
Italia, Roma, Italia). A cada galeria foi atribuido um valor numérico, variando entre O e
5, de acordo com a cor desenvolvida em cada reacdo enzimatica, utilizando a tabela de
cores fornecida pelo fabricante. Os resultados foram expressos como atividade relativa

da enzima. g de peso seco de compostos e turfa.

6.3.4. Avaliacéo de supressividade dos compostos armazenados

O efeito do periodo de armazenamento nos compostos enriquecidos, foi avaliado pela
determinacéo de sua capacidade supressiva in vivo, em relva (Agrostis stolonifera L. cv.
T1). Os substratos obtidos, enriquecidos ou ndo com T. atroviride, foram avaliados ap6s
0, 6 e 12 meses de armazenamento. A relva foi semeada em vasos de 100 mL, em estufa
ndo aquecida, e quando esta ocupou toda a area da superficie do vaso, procedeu-se a
inoculacdo com um disco (6.5 mm de didmetro) contendo o micélio dos fungos
patogénicos, cultivados em meio de cultura PDA durante 7 dias. Para S. rolfsii, além do
disco com micélio, foram adicionados dois esclerécios em cada vaso. Os substratos
submetidos ao tratamento térmico e inoculados com os patégenicos foram utilizados
como controlo positivo; os substratos submetidos a tratamento térmico, mas néo
inoculados, foram o controlo negativo. Cada tratamento era constituido por cinco vasos,
com quatro repeti¢des. Para aumentar e estabilizar a humidade e a temperatura do ar, os
vasos foram mantidos sob um tanel, coberto com geotéxtil, dentro da estufa. A

temperatura e a humidade relativa do ar préximo as plantas foram registadas diariamente.
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As plantas foram irrigadas por aspersdo aérea, de modo a manter altos niveis de
humidade. A adubacéo foliar foi aplicada semanalmente, usando um fertilizante organico-
mineral (Ret-Sul, Eibol, Espanha, com 18 % N-total, 0.75 % Fe, 0.1 % Mn, 9 %

aminoécidos livres) na concentragdo recomendada pelo fabricante, de 150 mL 100L .

Para cada periodo de armazenamento, os ensaios foram repetidos duas vezes, com 0s

compostos obtidos em cada ano.

Quando os sintomas das doengas comecgaram a ser Vvisiveis nas plantas, a area afetada por
cada doenca foi determinada semanalmente, em todos os vasos, para determinacédo da
severidade e da incidéncia da doenca. A severidade da doenca foi avaliada tendo em conta
a gravidade dos sintomas, adaptada de Baayen e Van der Plas (1992), onde: 0 = planta
assintomatica (0 % doenca); 1 = planta muito pouco infetada (5 % de doenca); 2 =
sintomas ligeiros (20 %); 3 = sintomas bem desenvolvidos (50 %); 4 = fortes sintomas da
doenca em toda a area (80 %); 5 = plantas mortas (100 %).

O indice de controlo biolégico (BCI) e a eficacia foram calculados de acordo com Byrne
et al. (2005). O BCI consiste ha combinacdo eficacia-consisténcia da reducdo da doenca,

conforme:

Eficacia
BCl = ——————
Consisténcia

A eficacia é indicada pela percentagem média de reducdo da doenca e a consisténcia pelo

desvio padrdo dessas médias.

A érea sob a curva de progresso da doenca (AUDPC) foi determinada de acordo com
Campbell e Madden (1990), mostrando uma velocidade crescente de desenvolvimento da
doenca. A AUDPC foi calculada através da severidade da doenca integrada entre o inicio
dos sintomas e o final do ensaio e dividindo pelo total da duracéo da doenca, em dias, em
cada ensaio, a fim de comparar os varios ensaios, que tiveram uma variedade de duracdes

epidémicas, de acordo com:
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yi+yi
=1 (—L 21+1) (tis1 — ti)

Onde:
y = leséo provocada pela doenca

t = tempo.

6.3.5. Analise estatistica

As propriedades quimicas e microbioldgicas dos substratos foram comparadas por analise
de variancia multifatorial (ANOVA), seguida pelo teste de amplitudes mdltiplas de
Duncan (New Multiple-Range Test). Os resultados dos ensaios in vivo, como a area
afetada pela doenca, a AUDPC e o indice de controlo biolégico foram analisados por uma
ANOVA e comparados usando o teste de amplitudes mdultiplas de Duncan. A severidade
da doenga foi analisada e realizadas compara¢des multiplas (todas aos pares) usando o
teste de Kruskal-Wallis. A normalidade da distribuicdo amostral e a homogeneidade das
variancias foram verificadas antes dos testes ANOVA e Kruskal-Wallis (Zar, 1999; Field,
2009). Para avaliar o efeito no armazenamento dos compostos na sua capacidade
supressiva, fez-se uma regressdo linear e uma correlacdo de Spearman. Os dados dos dois
anos consecutivos, foram tratados estatisticamente usando o software IBM SPSS
Statistics ver. 26 (IBM Corp., 1989-2017, EUA).

6.4. Resultados e discussao
6.4.1. Caracterizacdo dos compostos

O enriquecimento com composto (0 meses) aumentou a teor em matéria organica,

conforme observado por Pang et al. (2017), bem como o seu teor de azoto (Quadro 6.1).
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Quadro 6.1: Algumas propriedades dos substratos testados.

ST P1 P1t P1IE PLtE P2 P2t P2E P2tE P Pt PE PtE
0-M 2.05a 1.83a 2.22a 2.17a 1.78b 1.65b 1.95a 1.88a 1.18a 1.13a 1.23a 1l.17a
N 6-M 194a 1.09b 2.06a 1.79b 2.18a 1.95a 2.00a 1.92a 1.17a 0,99a 1.39a 1.19a
12-M 0.94b 0.95b 0.94b 0.97c 0.90c 0.98c 0.91b 0.95b 1.54a 0.9la 1.28a 1.35a
0-M 72.0b 61.8a 77.0a 72.1ab 83.5a 74.1a 86.9a 78.9a 93.5a 93.5a 94.7a 95.7a
MO 6-M 8l15a 62.8a 67.9b 66.3b 78.1a 74.6a 75.3b 69.0b 944a 94.1a 95.6a 94.8a
12-M 62.3c 67.0a 65.3b 76.5a 69.9a 64.4a 70.7b 79.0a 94.4a 93.9a 95.3a 95.3a
0-M 56.4c 56.9c 51.2c 59.6c 54.6b 54.1c 56.2c 53.1c 77.2a 76.5a 70.4b 76.4c
MS 6-M 83.3b 85.0b 85.4b 87.2b 82.9a 81.9b 81.3b 85.2b 35.8b 455b 84.8a 8l.4b
12-M 88.5a 88.8a 92.1a 90.7a 83.3a 85.6a 83.8a 87.9a 35.5b 40.8b 84.7a 91.0a
0-M 7.08a 7.60a 7.08a 7.52a 7.35a 7.79a 7.23a 7.79a 5.00a 4.93a 5.05a 4.77a
pH 6-M 7.18a 6.71b 7.18a 7.11a 7.0l1b 6.71b 7.18a 7.18b 5.2a 4.85a 4.55b 4.45a
12-M 7.16a 7.22a 7.04a 7.24a 7.08b 7.13b 7.19a 7.22b 5.51a 4.28b 4.40b 3.93b
0-M 158a 1.71a 1.68a 190a 2.33a 2.27a 2.28a 2.21a 0.09a 0.12a 0.10ab 0.10b
CE 6-M 1.75a 155a 1.77a 1.9la 1.62aa 1.75a 2.06a 2.18a 0.10a 0.10b 0.12a 0.12ab
12-M 1.88a 1.86a 1.87a 2.36a 1.65a 1.40a 1.5la 1,47a 0.09a 0.10b 0.08b 0.13a

P1, composto P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos submetidos a tratamento térmico
(60 °C duarante 7 dias); E, substratos enriquecidos com Trichoderma atroviride; 0-M,
composto armazenado durante 0 meses; 6-M, composto armazenado durante 6 meses; 12-
M, composto armazenado durante 12 meses; N, azoto; MO, matéria organica; MS,
matéria seca; CE, condutividade elétrica. Para cada parametro, em cada coluna, os valores
seguidos da mesma letra ndo apresentaram diferencas estatisticas (p < 0.05), segundo o
teste de amplitudes maultiplas de Duncan.

Neste periodo, as maiores populacfes de fungos totais e de Trichoderma spp. foram

enumeradas nos compostos enriquecidos e na turfa (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Populagdes microbianas aos 0, 6 e 12 meses de armazenamento. P1, composto
P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos submetidos a tratamento térmico a 60 °C por
sete dias; E, substratos enriquecidos com Trichoderma atroviride. Para cada substrato e
microrganismo (fungos totais (F) e Trichoderma spp. (T)) as barras com a mesma letra
ndo apresentam diferencgas estatisticamente significativas para p < 0.05 (Teste de
Duncan).
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As alteracOes verificadas na microbiota, nomeadamente o aumento das populacGes de
Trichoderma spp., podem ter contribuido para as altera¢6es do pH, conforme descrito por
Machado et al. (2012).

Apdbs seis meses de armazenamento, nos compostos P2 verificou-se um aumento
significativo do azoto, enquanto nos compostos P1 (P1 e P1E) ndo se verificaram
diferencas significativas (p > 0.05) (Quadro 6.1). Nesse periodo, o teor de matéria
organica diminuiu significativamente em P1E, P2E e P2tE (p < 0.05) (Quadro 6.1). A
matéria seca aumentou significativamente dos 0 para os 6 meses (p < 0.05), em todos 0s
compostos P1 e P2, para valores superiores a 80 % (Quadro 6.1), causando diminuicéo
significativa das populacbes de fungos (p < 0.05) (Figura 6.1). Observou-se que
Trichoderma spp. continuou a mostrar as maiores populagdes nos compostos
enriquecidos, P1E e P2E (Figura 6.1). Aos 6 meses de armazenamento, as populagdes de
microrganismos diminuiram, como foi também observado por Saadi et al. (2010),
provavelmente devido a reducdo da humidade. Além disso, a diminui¢cdo dos recursos
energéticos e nutrientes afetou negativamente as populagdes microbianas. Apos 12 meses

de armazenamento, nos compostos enriquecidos, verificou-se a diminuicdo das
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populacdes de Trichoderma spp. (Figura 6.1). Um ano apds 0 armazenamento, o teor de
azoto diminuiu em todos os compostos (p < 0.05) (Quadro 6.1Figura 6.1). A matéria
organica também diminuiu em todos os substratos, exceto em P1tE e P2tE (p<0.05). Tal
como foi observado por Bernal et al. (2009), o consumo de fontes de carbono pela
atividade microbiana, tera contribuido para essa diminui¢do, o que ndo foi observado nos
substratos tratados e enriquecidos, pois houve uma reducdo significativa na microbiota
desses substratos. Dos 6 para 0s 12 meses, o0 teor de matéria seca aumentou para valores
muito elevados, criando condicOes favoraveis para a reducéo das populagdes microbianas,
juntamente com a reducéo das fontes de carbono (Bernal et al., 2009). Neste periodo, o
teor de azoto diminuiu significativamente (p < 0.05). Em todos os substratos P1 e P2 o
teor de azoto foi inferior a 1 % (Quadro 6.1). A reduzida atividade microbiana pode ter
conduzido a ndo imobilizagdo do N-NHs* pelos microrganismos, aumentando
consequentemente a emissdo de NHs, causando a perda de azoto (Bernal et al., 2009,
Brito et al., 2008). No entanto, as perdas de azoto ndo sao comuns nos compostos maduros
e nos estabilizados (Sikora e Szmidt, 2005). Nestes compostos, 0 azoto encontra-se
principalmente na forma organica, o azoto inorgénico esta na forma nitrica, sendo o azoto
amoniacal caracteristico da fase termofilica da compostagem (Sikora e Szmidt, 2005).
Por esta razdo, o azoto nitrico (NOs) é frequentemente usado como indicador da
estabilidade do composto (Chefetz et al., 1998). Na forma nitrica, 0 azoto é mais
suscetivel a lixiviacdo (Bernal et al., 2009), mas essa perda ndo tera ocorrido nestes
compostos devido ao seu baixo teor de humidade (Quadro 6.1), conforme descrito por
Brito et al. (2008). No entanto, os processos de desnitrificacdo também podem contribuir
para perdas de N-NOs™ (Brito et al., 2008). A volatilizacdo da amdnia pode ser responsavel
por perdas de N-NH3 na forma gasosa (Eghball et al., 1997 Raviv et al., 2004; Sikora e
Szmidt, 2005; Brito et al., 2008). As caracteristicas dos compostos, com 12 meses de
armazenamento, também contribuiram para as perdas de azoto por volatilizacdo, ao
contrario do que foi citado por Hubbe et al. (2010). Verificou-se que a relacdo C/N
apresentou valores entre 38 e 48 e a humidade valores muito baixos (entre 7.9 e 16.7 %).
O facto de os compostos terem sido armazenados em sacos de polipropileno tecido podera
ter levado a um mau arejamento, contribuindo para as perdas de azoto por volatilizacdo.
Durante o armazenamento dos compostos, a diminui¢do da humidade e a possivel falta
de arejamento, terdo contribuido para a reducdo das popula¢des microbianas, levando a

perdas de azoto.
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6.4.2. Atividade enzimatica

A atividade da N-acetil-B-glucosamina pode estar relacionada com as elevadas
populacdes de Trichoderma spp., com resultados positivos no controlo biolégico dos
fungos patogénicos estudados. Aos 0 e aos 6 meses de armazenamento dos substratos,
registou-se uma alta atividade desta enzima, com destaque para 0S COmMPOStos
enriquecidos com T. atroviride, P1E e P2E (Quadro 6.2).

Apdbs 12 meses, a enzima N-acetil-B-glucosamina apresentou atividade decrescente, com
destaque para os P1E, P1tE e P2E (Quadro 6.2), justificando a perda de supressividade
nos substratos, conforme verificado por Avilés e Borrero (2017).

Trichoderma spp. sdo eficientes produtores de enzimas como amilases, proteases e
lipases, que podem ter aplicagdes industriais, ou na natureza, sendo conhecidos na
degradacdo da parede celular de fitopatogénicos (Chérif e Benhamou, 1990). A lipase
diminuiu em muitos substratos, ap6s um periodo de armazenamento de 6 meses,

provavelmente devido a uma diminuicdo das populacdes microbianas (Quadro 6.2).

A leucina arilamidase esta envolvida na libertacdo de aminoécidos N-terminais de
peptideos, amidas ou arilamidases. Esta enzima aumentou apds 6 meses de
armazenamento e diminuiu aos 12 meses (Quadro 6.2), o que pode ter influenciado na

perda do azoto (Quadro 6.1).

Houve também diminui¢ao da B-glicosidase apds 6 meses de armazenamento, com
aumento aos 12 meses. De acordo com Borrero et al. (2009), a B-glicosidase pode ser um
indicativo de competicdo por compostos de carbono. Aos 12 meses, quando foram
registados os menores valores de matéria organica, terd aumentado a competi¢do por

carbono e consequentemente de -glicosidase.
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Quadro 6.2: Atividade enzimatica nos diferentes substratos (atividade relativa de
enzima.g-1).

Enzyme?/ Substrates!
Time

P1 P1t P1E  PLtE P2 P2t P2E  P2tE P Pt PE PtE

1 0-M 4.0a 0.0a 4.0a 3.0a 5.0a 40a 5.0a 1.5a 0.0a 0.0a 2.0a 1.0a
6-M 0.5a 0.0a 1.0b 1.0a 0.5b 0.5b 2.0a 0.5a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
12-M 2.0a 0.0a 3.5a 2.0a 0.0b 0.0b 2.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a

2 0-M 4.0a 40a 4.0a 30b 4.0 40a 4.0 252 1.0a 1.0a 2.0a 0.5a

6-M 5.0a 40a 5.0a 4.0ab 5.0 252 5 3.5a 25a 2.0a 4.0a 0.0a
12-M 4.5a 50a 45a 45a 4.0 0.0a 4 45a 1.0a 10a 4.0a 0.0a
3 O0-M 4.0a 20a 4.0 3.0b 4.0a 3.0a 40a 20a 0.0a 0.0a 25 1.0a
6-M 3.5a 15 3 3.0b 4.0a 35a 40a 15a 0.0a 0.0a 0.5b 0.0a
12-M 3.0a 3.0a 4 45a 3.5a 30a 35a 35a 0.0a 0.0a 3.0a 0.0a

4 0-M 4.5a 4.0a 4.0a 4,0a 4.0a 40a 4.0a 2.5a 1.0a 1.0a 4.0a 2.5a
6-M 4.0a 4.0a 4.0a 4,0a 5.0a 45a 5.0a 4.0a 25a 2.0a 4.0a 4.0a
12-M 4.0a 5.0a 4.5a 45a 4.5a 5.0a 45a 4.5a 1.0a 1.0a 5.0a 4.0a

5 0-M 4.0a 20a 4.0a 4.0a 4.0a 40a 4.0ab 05b 1.0a 1.0a 1.5a 0.5a
6-M 3.5a 15a 4.0a 3.0ab 5.0a 15b 50a 4.0a 25a 20a 4.0a 3.0a
12-M 3.0a 20a 35a 25b 25a 10b 20b 00b 10a 10a 3.0a 15a

6 O0-M 25a 3.0a 30b 3.0a 4.0a 20a 4.0a 15ab 0.0a 1.0a 25a 15a
6-M 0.0b 2.0a 0.0c 0.0a 1.5a 152 00b 0.0b 0.0a 2.0a 20a 1.0a
12-M 3.5a 4.0a 4.5a 2.5a 35a 3.0a 4.5a 4.0a 0.0a 1.0a 0.0a 1.5a

7 0-M 5.0a 5.0a 5.0 4.0ab 5.0a 3.0 40a 25a 1.0a 1.0a 3.0a 1.5ab
6-M 2.5b 3.0a 3.0 3.0b 4.0a 4.0 40a 35a 25a 20a 4.5a 3.0a
12-M 4.0a 4.0a 4.0 45a 4.5a 4.0 45a 4.5a 1.0a 1.0a 3.0a 0.5b

8 0-M 4.0a 3.0a 4.0a 4.0a 4.0a 3.0a 4.0a 2.5a 0.0a 0.0a 3.0a 2.0a
6-M 1.5a 15a 0.0b 0.0b 2.0a 152 00b 15a 0.0a 0.0a 20a 0.0a
12-M 4.0a 3.0a 3.5a 45a 2.5a 3a 4.5a 5.0a 0.0a 0.0a 45a 1.0a

9 O0-M 4.0a 0.0a 50a 4.0a 4.5a 4.0 5.0a 2.5a 0.0a 0.0a 4.0a 25a
6-M 4.0a 2.5a 5.0a 4.0a 4.5a 3 5.0a 4.0a 0.0a 1.0a 3.5a 1.0a
12-M 4.0a 4.0a 3.0a 3.5a 4.5a 3 4.5a 4.0a 0.0a 0.0a 4.0a 2.0a

11, substratos submetidos a tratamento térmico, a 60 °C durante sete dias; E, substratos
enriquecidos com Trichoderma atroviride. 2 1 — Lipase (C 14); 2 — Leucina arilamidase;
3 — Valina arilamidase; 4 — Fosfatase acida; 5 — Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase; 6 — -
galactosidase; 7 — B-galactosidase; 8 — B-glicosidase; 9 — N-acetil--glucosaminidase; O-
M, composto armazenado durante 0 meses; 6-M, composto armazenado durante 6 meses;
12-M, composto armazenado durante 12 meses. Para cada linha, os valores seguidos da
mesma letra ndo apresentaram diferencas estatisticas (p < 0.05), segundo o teste de
amplitudes maltiplas de Duncan.
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6.4.3. Avaliacdo da supressividade dos compostos

Fatores abidticos, como o pH, o célcio, as formas de azoto e outros nutrientes, podem
desempenhar um papel importante na capacidade supressiva dos compostos (Kariuki et
al., 2015).

Nestes ensaios, verificamos que o composto armazenado manteve a sua capacidade
supressiva, principalmente nos compostos enriquecidos. Para as doencas estudadas, a
severidade da doenca diminuiu em alguns compostos com seis meses de armazenamento
(Figura 6.2).
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Figura 6.2: Severidade da doenca aos 0, 6 e 12 meses de armazenamento. P1, composto
P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos submetidos a tratamento térmico, a 60 °C
durante sete dias; E, substratos enriquecidos com Trichoderma atroviride. Para cada
substrato, as barras com a mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas para p < 0.05 (Teste de Duncan).
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Nesse periodo, as populacdes de fungos e de Trichoderma spp. também diminuiram
(Figura 6.1), tendo sido a atividade enziméatica um parametro importante para explicar a
supressividade da doenga. Segundo Martin (2015), a presenca de protease, quitinase,
lipase e B-1,3-glucanase, enzimas que degradam a parede celular, pode indicar a possivel
ocorréncia de micoparasitismo. No periodo de armazenamento, a lipase diminuiu, mas
foi observada atividade em P1E apds 12 meses de armazenamento (Quadro 6.2). A quitina
é um polimero ligado a B-(1,4)-N-acetil-B-glucosamina (Brzezinska et al., 2014), e a
atividade da N-acetil-B-glucosaminidase apresentou valores elevados aos 0 e 6 meses de
armazenamento. Aos 12 meses de armazenamento esses valores diminuiram, mas a sua
atividade continuou a ser registada em todos os substratos com os compostos P1 e P2
(Quadro 6.2). A atividade dessas enzimas pode indicar micoparasitismo em substratos,
principalmente nos enriquecidos, onde a atividade foi superior. A severidade da doenca
aumentou apos 12 meses de armazenamento, quando a atividade enzimatica diminuiu
(Quadro 6.2). Além disso, Lorito et al. (1994) observaram interacdes sinérgicas entre
enzimas que degradam as paredes celulares de fungos e substancias antifingicas que

inibem a germinacéo de esporos.

Para R. solani e S. rolfsii, os melhores resultados foram observados com P2E ap6s 6 meses
de armazenamento. Trichoderma spp. produz enzimas liticas, ndo afetando diretamente o
agente fitopatogénico. Quando a celulose e a glicose estdo em concentracfes mais baixas,
Trichoderma spp. pode ativar 0s genes da quitinase e parasitar R. solani (Martin, 2015).
Assim, a possivel diminuicdo da concentracdo dessas substancias, pode ter contribuido
para 0 aumento do parasitismo de R. solani, apds 6 meses de armazenamento. Na matéria
organica fresca, a sintese de enzimas liticas envolvidas no biocontrolo por Trichoderma
spp. é reprimido, devido ao alto teor de glicose (Jambhulkar et al., 2015). Nos compostos
imaturos, R. solani, continua a desenvolver doencas nas plantas, devido a inatividade de
Trichoderma spp., ndo se verificando controlo biologico (Avilés et al., 2011). No
composto maduro, as baixas concentraces de nutrientes como a glicose, conduzem a
morte dos esclerdcios pelos agentes de biocontrolo, verificando o biocontrolo de R. solani
(Hoitink et al., 2001). No entanto, nos compostos excessivamente estabilizados a
capacidade supressiva é perdida porque ndo ha condigdes favoraveis para a atividade
microbiana (Jambhulkar et al., 2015).

Ap0s 12 meses de armazenamento, observou-se que as populagdes de fungos diminuiram

devido a falta de recursos de carbono (Quadro 6.1).
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O substrato P1E apresentou os melhores resultados no controlo de Clarireedia spp. aos 0

e 6 meses de armazenamento (Figura 6.2, Figura 6.3 e Figura 6.4).
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Figura 6.3: Indice de controlo biolégico aos 0, 6 e 12 meses de armazenamento. P1,
composto P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos submetidos a tratamento térmico, a
60 °C durante sete dias; E, substratos enriquecidos com Trichoderma atroviride. Para
cada substrato, barras com a mesma letra ndo apresentam diferengas estatisticamente
significativas para p < 0.05 (Teste de Duncan).
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Figura 6.4: Eficacia do composto em 0, 6 e 12 meses de armazenamento. P1, composto
P1; P2, composto P2; P, turfa; t, substratos submetidos a tratamento térmico, a 60 °C
durante sete dias; E, substratos enriquecidos com Trichoderma atroviride. Para cada
substrato, as barras com a mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas para p < 0.05 (Teste de Duncan).

Apdbs um ano de armazenamento, 0S compostos apresentaram aumento na severidade da
doenca. As populacgdes de fungos totais e de Trichoderma spp. diminuiram a medida que
0 teor de matéria seca aumentou. No entanto, observou-se que 0s compostos enriquecidos
(P1E e P2E) apresentaram os menores valores de severidade, principalmente devido as
populacbes microbianas. Apds 12 meses, os melhores resultados no controlo de
Clarireedia spp. foram observados em P2E. Esse resultado pode ter ocorrido devido a
diminuicdo do teor de azoto em P1E (Quadro 6.1). Além disso, as maiores populagdes de
fungos, incluindo Trichoderma spp. (Figura 6.1), terdo contribuido para o sucesso do P2E
no controlo de Clarireedia spp. aos 12 meses de armazenamento (Figura 6.2). O BCI, nos
compostos enriquecidos, apresentou os valores mais elevados aos 0 e aos 6 meses, quando
a atividade enzimatica foi maior, com uma queda acentuada aos 12 meses (p<0.05)
(Figura 6.3).

De acordo com a andlise de componentes principais (Quadro 6.3), Trichoderma spp.,
apesar de um declinio populacional, continuou a ter um forte impacto no controlo
biolégico, nomeadamente aos 6 meses (p = 0.000) e 12 meses, mas apenas para controlar
Clarireedia spp. (p = 0.000)
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Quadro 6.3: Analise de componenetes principais avaliando os parametros com efeito
supressivo das doencgas pelos compostos.

Rhizoctonia solani

Sclerotium rolfsii

Clarireedia spp.

Coef Sig Coef Sig Coef Sig
0 Months
Efficacy | Constant 0.010 | Constant 0.010 | Constant 0.006
DM -0.547  0.015 DM -0.547 0.015 | N 0.224 0.052
N 0.366 0.016 N 0.366 0.016 | Tric 0.258 0.026
pH -0.554  0.025 pH -0.554  0.025
Tric 0.238 0.036 | Tric 0.238 0.036
BCI Constant 0.000 Constant - - -
Fungi 0.768 0.000 Fungi 0.768 0.000
DS Constant 0.471 Constant 0.039 | Constant 0.000
DM 0.237 0.044 DM 0.255 0.027 | N -0.270  0.019
Tric -0.256  0.030 | Tric -0.294  0.011 | Tric -0.231  0.043
AUDPC | Constant 0.000 Constant 0.000 | Constant 0.000
N 0.237 0.012 Tric -0.243 0.029 | EC -0.295  0.012
Tric -0.306  0.006 C/N 0.331 0.003
6 Months
Efficacy | Constant 0.154 | Constant 0.855 | Constant 0.002
DM 0.226 0.054 pH 0.382 0.001 | OM 0.296 0.019
pH 0.318 0.009 | Tric 0.279 0.010 | pH 0.763 0.000
Tric 0.268 0.010 Tric 0.304 0.001
BCI Constant 0.000 Constant 0.000 | Constant 0.085
Tric 0.000 | Tric 0.406 0.000 | pH 0.219 0.016
C/N -0.243  0.027 | Fungi -1.210  0.002
Tric 1.738 0.000
DS Constant 0.000 Constant 0.000 | Constant 0.000
Tric -0.275 0.019 | Tric -0.371 0.001 | N -0.386  0.000
C/N 0.360 0.001 | Tric -0.426  0.000
AUDPC | Constant 0.000 Constant 0.000 | Constant 0.000
Tric -0.254 0.031 | Tric -0.243  0.034 | Tric -0.3443 0.003
C/N -0.318 0.006 | N -0.238  0.036
12 Months
Efficacy | Constant 0.000 | Constant 0.232 | Constant 0.956
N -0.286  0.022 DM 0.431 0.000 | DM 0.259 0.025
Fungi 0.417 0.001 | Tric 0.292  0.005 | Tric 0.251 0.030
BCI Constant 0.010 Constant 0.003 - - -
pH -0.242 0.041 | OM -0.250 0.021
Tric 0.394  0.000
DS Constant 0.000 Constant 0.124 | Constant 0.000
EC 0.414 0.000 oM 0.326 0.001 | Fungi -0.411  0.000
Tric -0.543  0.000
AUDPC | Constant 0.000 Constant 0.064 | Constant 0.000
oM -0.262  0.010 C/N 0.413 0.000 | Fungi -0.400  0.001
N -0.497 0.000 | Tric -0.271  0.012

BCI, biological control index; DS, disease severity; AUDPC, area under disease progress
curve; N, nitrogen; OM, organic matter; DM, dry matter; EC, electrical conductivity;
C/N, carbon — nitrogen ratio; Tric, Trichoderma spp. populations.
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A Figura 6.4 mostra um aumento na eficacia dos substratos enriquecidos aos 6 meses,
com uma diminuigdo sucessiva aos 12 meses. De acordo com a regressdo linear e
correlacdo de Spearman (Quadro 6.3), aos 12 meses, verificou-se que o controlo bioldgico
foi fortemente afetado pela reducdo de recursos e diminuicdo das populaces de

Trichoderma spp. e de fungos totais.

Através dos dados registados no Quadro 6.3 observa-se que, varios parametros foram
responsaveis pela supressividade dos compostos, tanto P1 quanto P2, enriquecidos e
tratados termicamente e enriquecidos com T. atroviride. P1tE e P2tE mostraram o efeito
que T. atroviride tem no controlo de fungos fitopatogénicos. O tratamento térmico teria
sido responsavel pela eliminacdo de antagonistas em P1t e P2t, e consequente
incapacidade supressiva desses substratos. No entanto, a adicdo de um antagonista
restaurou a sua supressividade e comprovou o papel fundamental de Trichoderma spp. no
controlo bioldgico. Véarios autores verificaram um efeito positivo de Trichoderma spp. no
controlo de R. solani (Trillas-Gay et al., 2006, Pugliese et al., 2008, De Corato et al.,
2019), S. rolfsii (Zmora-Nahum et al., 2008; Reis, 2016) e de Clarireedia spp. com T.
gamsii (Coelho et al., 2016) e T. atroviride (Coelho et al., 2020).

Aos 6 meses de armazenamento, foi observada uma correlacdo positiva entre
Trichoderma spp. e a supressividade dos compostos, para os trés fungos patogénicos
estudados. Essa correlacdo também foi observada para o BCI, sendo negativa para DS e
AUDPC (Quadro 6.3). Apesar de se ter verificado uma diminui¢do das populagdes de
Trichoderma spp. dos 0 para 6 meses, 0S compostos continuaram a ser capazes de

controlar os fungos patogénicos dos relvados.

Por outro lado, a diminuigdo do teor de azoto (Quadro 6.1) apresentou uma correlacao
negativa com a severidade da doenca provocada por Clarireedia spp., destacando a
importéncia deste nutriente como medida de controlo cultural da doenca (Tani e Beard,
1997). Situacdo semelhante foi observada na AUDPC (Quadro 6.3).

Ao0s 6 meses, o teor de matéria organica manteve-se elevado, suportando a atividade dos
microrganismos, € 0 aumento da matéria seca tera sido gradual, ndo tendo ainda impacto
na sua atividade (Quadro 6.1 e Figura 6.1). Aos 12 meses, a diminuicdo do teor de matéria
organica tera tido impacto na diminuicao da populacdo de fungos e de Trichoderma spp.
(Quadro 6.1, Figura 6.1), devido a falta de nutrientes, nomeadamente as fontes de

carbono, como verificado por outros autores (Bernal et al., 2009; De Corato, 2020), que
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referiram que o nimero de UFC.g nos compostos esta positivamente correlacionado

com a atividade enzimatica e respiratoria.

Segundo De Corato (2020), a matéria organica tem papel fundamental nas populacdes de
microrganismos e na sua diversidade, sendo considerada como o suporte natural para a
supressividade. Este autor verificou também que o hiperparasitismo, nomeadamente por
Trichoderma spp. no controlo de R. solani e S. rolfsii é fortemente afectado pelo nivel de
decomposicdo da matéria organica, nomeadamente devido a presenca de glucose e de
nutrientes hidrossollveis, que em conjunto reprimem a producao de enzimas ou o efeito
litico para matar R. solani (De Corato, 2020). No entanto, alguns microrganismos
saprofitos competitivos, hiperparasitas facultativos e simbiontes podem colonizar e
induzir o biocontrolo, se posicionados em niveis baixos da cadeia trofica, sobrevivendo
em matéria organica decomposta (van Bruggen e Termorskuizen, 2003; Pal e Gardener,
2006).

Apdbs 12 meses de armazenamento, a diminuicao das populagdes microbianas estudadas
(Figura 6.1) também levou a reducdo da atividade enzimatica, nomeadamente enzimas
liticas como B-glucanase, quitosiose e quitinase, como verificado por De Corato (2020).
No Quadro 6.2, pode ser observada a diminuicdo de N-acetil-p-glucosamina, leucina e
Naftol-AS-BI-fosfohidrolase. B-glicosidase que aumentou de 6 para 12 meses e deve ser
um indicador de microbiotase e evidéncia de competicdo por carbono entre
microrganismos com reducdo de matéria organica (Borrero et al. 2009; Coelho et al.,
2021).

Verificou-se que, aos 6 meses de armazenamento, a eficacia para o controlo de R. solani
aumentou em P1, P1E, P2 e P2E, com valores superiores nos substratos enriquecidos
(Figura 6.4). Nos compostos tratados termicamente e enriquecidos, observou-se um
declinio, no controlo de R. solani, aos 12 meses devido a diminuicdo significativa de
Trichoderma spp.. Os resultados foram semelhantes no controlo de S. rolfsii e Clarireedia

spp. (Figura 6.4).

6.5. Conclusoes

Os compostos P1 e P2 mostraram-se supressivos para as doencas estudadas, nos

intervalos de tempo testados. Verificou-se um aumento no controlo biolégico dos fungos
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fitopatogenicos testados aos 0 para 0s 6 meses, seguindo-se uma diminuicao. No entanto,
aos 12 meses, 0s compostos enriquecidos apresentaram melhor capacidade supressiva
quando comparados com o0s restantes substratos.

Os substratos P2 e P2E foram mais eficazes no controlo de R. solani e S. rolfsii nos trés
periodos de armazenamento estudados. Para Clarireedia spp., 0s substratos P1 e P1E
apresentaram melhores resultados aos 0 e aos 6 meses. Aos 12 meses, o controlo desta

doenca foi maior no substrato P2E.

De acordo com os resultados obtidos, os compostos enriquecidos mantém a sua
capacidade supressiva pelo menos durante 12 meses, embora 0s melhores resultados

tenham sido alcancados aos 6 meses de armazenamento.

Um ano apds o armazenamento, a capacidade dos compostos para controlar doengas das
plantas permaneceu superior nos compostos enriquecidos, mostrando que mesmo em
condi¢cdes mais desfavoraveis, esses compostos permanecem com maior capacidade

supressiva do que 0s compostos ndo enriquecidos.
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Compostagem de residuos agroindustriais

A compostagem permitiu valorizar desperdicios agroindustriais, tais como laranja de
refugo, bagaco de uva, aparas de relva e restos da producéo de cogumelos, transformando-
0S em compostos estaveis sob o ponto de vista microbioldgico e fisico-quimico, com

elevada aptidao agricola.

A adicdo de residuos ricos em quitina originou compostos com propriedades fisicas,
quimicas e biol6gicas mais vantajosas no controlo de doencas do solo, nomeadamente
maiores e mais diversas populacdes de microrganismos e maior atividade enzimatica. Dos
dois compostos obtidos foi isolado T. atroviride, que foi usado para enriquecer 0s

compostos posteriormente testados.

Capacidade supressiva dos compostos obtidos

Os compostos provenientes de residuos agroindustriais usados apresentaram
caracteristicas que permitiram o desenvolvimento de um elevado ndmero de
microrganismos antagonistas contra fungos patogénicos do solo, nomeadamente
Clarireedia spp., S. rolfsii e R. solani. Dos antagonistas isolados, o que apresentou
melhores resultados in vitro foi Trichoderma atroviride, com uma taxa de inibicdo do
crescimento dos patogénicos, entre 56 e 68 %. Nos ensaios in vivo, com relva, 0 composto
P1 apresentou a maior capacidade supressiva contra Clarireedia spp.. O composto P2,
com menor teor de azoto e maior populacdo de Trichoderma spp., apresentou maior
capacidade no controlo de R. solani.

Estes resultados demonstraram que as propriedades bioldgicas e fisico-quimicas do

composto influenciaram a sua capacidade supressiva.

No caso da cultura de estévia, no final do ensaio a incidéncia das doencas foi elevada. No
entanto, 0s compostos conseguiram controlar a sua severidade e consequentemente a

mortalidade das plantas, destacando-se o composto P2, no controlo de R. solani.

Enriquecimento dos compostos obtidos

O enriquecimento dos compostos obtidos com T. atroviride aumentou os teores de alguns

nutrientes, como o potassio e o ferro. O aumento das populacbes de microrganismos
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permitiu 0 aumento da atividade enzimatica, particularmente de N-acetil-pB-
glucosaminidase. Os compostos enriquecidos foram mais eficazes no controlo biolégico
de S. rolfsii, Clariiredia spp. e R. solani. O composto P1E proporcionou a diminuicéo da
area afetada de Clarireedia spp., enquanto P2E, com maior populacdo de Trichoderma

spp., foi mais eficaz no controlo de R. solani e S. rolfsii.

Efeito da duracdo do armazenamento na capacidade supressiva dos compostos

As propriedades supressivas dos compostos mantiveram-se durante o periodo do ensaio,
apesar de se terem verificado alteracbes no desempenho dos compostos, nomeadamente
um aumento do controlo biolégico das doencas dos 0 para 0s 6 meses, seguido de uma
diminuigéo.

Para ambas as doencas testadas, os melhores resultados foram observados aos 6 meses de

armazenamento. Aos 12 meses de armazenamento, 0S compostos enriquecidos

apresentaram melhor capacidade de controlo biolégico.

Os compostos P2 e P2E foram mais eficazes no controlo de R. solani e S. rolfsii nos trés
periodos de armazenamento estudados. Contra Clarireedia spp., 0s compostos P1 e P1E
apresentaram melhores resultados aos 0 e aos 6 meses. Ap6s 12 meses, o0 controlo desta

doenca foi mais eficaz em P2E.

De acordo com os resultados obtidos, os compostos enriquecidos com T. atroviride
isolado mantém a sua capacidade supressiva durante pelo menos 12 meses para as
doencas estudas, embora os melhores resultados tenham sido alcangados ap6s 6 meses de

armazenamento.

Conclusdes finais

e A adicdo de quitina na compostagem proporcionou o desenvolvimento de
compostos com maiores e mais diversas populagdes de microrganismos
antagonistas;

e Na relva, o composto P1 foi mais eficaz no controlo de Clarireedia spp. e 0 P2
(com quitina) no controlo de R. solani e S. rolfsii; evidenciando que as

propriedades bioldgicas e fisico-quimicas do composto influenciam a sua
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capacidade supressiva. Na cultura de estévia, 0 composto P2 destacou-se no
controlo de R. solani;
e O enriquecimento dos compostos com T. atroviride tornou 0s compostos mais

supressivos para as doencas estudadas e durante mais tempo;

e A supressividade dos compostos foi afetada pelo armazenamento, verificado-se

perda de capacidade de controlo das doengas ap0s 12 meses de armazenamento.

Perspetivas Futuras

No decorrer deste trabalho encontraram-se respostas as questdes levantadas. No entanto,
0 enriquecimento dos compostos requer conhecimentos mais aprofundados que permitam

maximizar o seu efeito no cultivo das plantas e na protecdo do ambiente.

Serd muito importante testar a compostagem de residuos de outras culturas e materiais,
nomeadamente de origem agroindustrial, determinando o valor agronémico dos
compostos obtidos. Também o estudo do efeito da incorporacdo, na compostagem, de

residuos especificos, como os ricos em quitina devera ser desenvolvido.

A expansdo de algumas doencas de solo e o surgimento de novas doencas das plantas,
exige respostas sustentdveis para minimizar os seus efeitos. Nesse contexto, é
fundamental aprofundar o estudo da capacidade de controlo destas doengas, através do
uso de compostos enriquecidos com antagonistas, que poderao ser aplicados ao solo como
agentes melhoradores, como substratos horticolas ou aplicados a parte aérea das plantas.
A nivel das doencas da parte aérea das plantas, é essencial avaliar a capacidade supressiva
dos compostos e 0s mecanismos de acao envolvidos, aumentando o conjunto de técnicas

sustentaveis para o seu controlo.

A aplicacdo de extratos liquidos obtidos a partir dos compostos, é uma via de aplicacdo a
desenvolver, sendo necessario estudar em que culturas e contra que fungos patogénicos

esta forma de aplicacdo podera ser viavel e eficaz.

Nos campos de golfe, a forma de aplicacdo dos compostos ao solo, também devera ser

estudada, de forma a ndo causar alteragdes estéticas nos relvados.
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Apesar do vasto conhecimento ja existente sobre o processo da compostagem e o efeito
dos compostos, a sua aplicagdo a residuos agroindustriais, levanta ainda muitas questdes
as quais é necessario responder para valorizar os residuos gerados pela atividade agricola,
florestal e industrial, e assim maximizar a circularidade na agricultura e a sua

sustentabilidade.
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