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Conteudo

» Enquadramento
* Desafios globais

 Bioestimulantes:

- 0 que sao? como funcionam? que categorias existem?
- evolucao da investigacao em bioestimulates
- que oportunidades e desafios?

» Estudos de caso (Projetos em Curso em Pequenos Frutos)
- Agentes de Biocontrolo: Projeto BFree (IFAP; PRR)

- Aplicacao de Elicitadores: Projeto Botrytis-Xtalk (FCT)
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Quais os desafios societais atuais para uma producao alimentar sustentavel?

~ . Fonte: Nagbes Unidas (2015)
» Aumento da populacdo mundial

- Populacdo ird duplicar em cerca de 100 anos; World Population
- 68% populacdo concentrada em zonas urbanas £ ’°"’“edw°"dp°”“"’”°”“"“’2’00
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» Escassez de recursos
- Recursos finitos (ex. agua, fertilizantes, terra...)
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~ AlteragBes Climaticas 00 fifRAARIRARARARTAR Lo,
- Aquecimento global
- Ocorréncia eventos climaticos extremos e *"m“"““*""“ﬂ b1.|}.§n

(cheias e secas mais frequentes) Popuiation Division, Worki Population Proects The 2013 Revisor

Produced by: United Nations Department of Public Information

‘Food security’ e ‘Food safety’ — seguranca alimentar



QLR LR L R L LU RO L LR A L R AR L LR L LA L L LR L L LR
Desafios extra...

» Pacto Ecoldgico Europeu para a sustentabilidade ‘European Green Deal’ (2020)
g Estratégia “From Farm to Fork”, propde (até 2030):

- redug¢ao em 50% o uso de PFF na Europa s () ©) () HE=F
~ ope A P
- redug¢ao do uso de fertilizantes em pelo menos 20% (@) o (la) B
- reducao das perdas de nutrientes em pelo menos 50% iz (- 'g/ &) o
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» Consumidor mais informado e mais exigente

- produtos alimentares mais saudaveis
- com maior valor nutricional

- Atentos a pegada de carbono <> procura de produtos locais
- ‘Zero residuos’ nos produtos frescos (F&L)
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Enquadramento

» Como fazer face as estes desafios num
e perante globalizacdo dos mercados, que tendem a exacerbar a
ocorréncia e disseminacdo de pragas e doencas?

> Os bioestimulantes podem ser um aliado importante nestes contextos?

S

SIm!!I
Aumento da tolerancia a stresses abidticos (ex. calor, stress hidrico...)
e também a stress bioticos (pragas e doencas)
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BIOSTIMULANTES: o que sao e como funcionam?

~ Compostos derivados de produtos naturais que contém
substancias bioativas (potenciadoras do metabolismo das
plantas) e/ou microorganismos benéficos

~ Quando aplicados em pequenas quantidades a planta e/ou a MRy AN

rizosfera, estimulam processos naturais de aumento da eficiéncia
do uso de nutrientes e a aumento de tolerancia a multiplos stresses BIOESTIMULANTES —
g NA AGRICULTURA: Lo,
CATEGORIAS, LEGISLACAQ, Situicstmoopudvie e
OPORTUNIDADES E DESAFIOS it et

Fonte:
Wang e Carvalho. 2018 AgroTec 26: 30-33
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Principais CATEGORIAS de bioestimulantes

Extratos de Hormonas vegetais Amino&cidos e péptidos Acidos hamicos e Microorganismos benéficos
algas (Ex. Auxinas, giberelinas, SA e falvicos
Contém hormonas e JA) Estimulam os processos

crescimento da planta e
aumentam resiliéncia

bactérias e fungos, que aumentam
a disponibilidade de nutrientes e
protegem as plantas de patégenos

Usados de modo complementar aos fertilizantes e aos fitofarmacos, visando aumentar a eficiéncia das culturas e promover
uma agricultura mais sustentavel, com menos dependéncia de produtos quimicos de sintese



Evolucao dos bioestimulates - estatisticas

350 2000

j.\ po0 1800

1600

250 1400

Aumento exponencial do no. estudos 200 1338
entre 2000-2021 150 800
oo 600

(em 2021 havia ja = 1800 publicag¢des) - o

O /\\/ éoo

e~ S PR
O ad &N o < i O I~ 00 O O 4 N N < 1N W~ 0 O O
O O O O O O O 0O O O " o o o o o o oA o o N
o O O O O O O O O O O O O O O O O O O o o O
NN AN N AN AN AN NN AN NN NN NN NN NN NN
I N° of authors I N° of publications
Average Times Cited Count Average reference count

» Mercado global de bioestimulantes estd estimado em = 3 mil milhdes de Dolares (em 2021) e é expectével
gue aumente para > 5.1 mil milhdes (em 2027)

» Europa tem maior fatia do mercado (45%)

Fonte:

» Franca, Itdlia e Espanha s3o os principais paises produtores Corsi et al. 2022. Agronomy 2022, 12, 1257
https://doi.org/10.3390/agronomy12061257
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Bioestimulates — e Desafios

» Mercado global dos bioestimulantes continua em expansao

Impulsionado pela promog¢Go de prdticas agricolas mais sustentdveis e  eficientes,
consumidores mais exigentes com qualidade dos produtos (sem residuos quimicos)

> Principal desafio cientifico é a complexidade dos seus efeitos fisiolégicos
e a compreensao dos modos de accao dos mesmos, assim como a sua
interagcao com os genotipos e o ambiente (G X E)

Desafio ainda maior se atendermos ao facto de que a composigdo e o conteudo de substdncias ativas na

matéria-prima original podem ser afetados por muitos fatores, incluindo a localiza¢cdo e condigcbes de
crescimento, estacdo do ano, espécie, variedade, orgaos e a fase de crescimento

- Fundamental otimizar e standarizar as matérias primas e processos de producao
- Testar em diferentes espécies/cultivares & condicbes ambientais



Extratos de algas — conclusoes gerais de estudos anteriores
em pequenos frutos

» Mais eficazes quando a cultura estd em condicOes de stress (i.e. ndo estd nas
condicoes 6timas de crescimento)

» Maior eficacia quando aplicados em menor dose com maior frequéncia

» Aumento da produtividade e da firmeza



Estudo de Caso

Projeto BFREE: Biocontrolo de FRutos e LEgumEs
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Orcamento total: 860.407,0€
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Identifica 950 do Pragas e doengas reduzem 20-40% da produgao agricola global
problema

Doencas causados por fungos fitopatogénicos sao o principal
motivo para a rejei¢ao de frutas e de legumes afetando toda a
fileira (dos produtores aos consumidores) *

Controlo destas doencas baseia-se na aplicagao excessiva de
fungicidas sintéticos, sobretudo em culturas de ciclo longo, com
impacto nos ecossistemas e na saude humana

* Ex. podridao cinzenta, mildio, oidio, antracnose, ferrugem, entre outras

-

REPUBLICA -
PORTUGUESA TERRA FUTURA

AGRICULTURA ! € INoV 20 REPUBLICA ——
orgemoncAS |20 0 R, | o

A et . IFAP
NGADR Diregao-Geral de Agricultura _
¢ e Desenvolvimento Rural ﬁ Instituto de Fi

I de R & nanciameni
Plano de Recuperagdo . .
e Resiliéncia v da Agricultura e Pescas, 1P




Objetivo Geral

Desenvolver estratégias de biocontrolo de doencas fungicas em
frutas e em legumes, de modo a reduzir a aplicacao de fungicidas
guimicos e o seu impacto ambiental e na saude humana

BFREE e .

TERRA FUTURA

Pacto Ecoldgico Europeu (Reducdo do uso de produtos fitofarmacéuticos em 50% até 2030)

ODS das Nac¢ées Unidas da Agenda 2030
(ODS2 - Erradicar a fome, alcancar a segurancga alimentar, melhorar a nutricdo e promover a agricultura sustentavel; ODS12 - Garantir padrdes de consumo e de producdo sustentaveis);

Iniciativa Emblematica 6 — Territdrios Sustentaveis, da Agenda de Inovacdo para a Agricultura 2020-2030
(LA 6.2. - Desenvolvimento de novas praticas agricolas que permitam a redug¢ado do uso e do risco de inputs de sintese)



AUELRER SRR L L LR L R SRR R DL L

Agentes de Biocontrolo Microrganismos Biomoléculas

PN

Q‘\' Produtos derivados :g;o.
a T

O que sao? Y =

S3o microrganismos benéficos vivos ou seus derivados, utilizados na agricultura para controlar

doencas de forma sustentével, reduzindo a aplicacdo de produtos fitofarmacéuticos (PFFs) sintéticos.

Como funcionam?

Acao direta (sobre o agente

L Acéo indireta (sistema imunitario
patogénico)

da planta)

e Competicao (espaco e
nutrientes)

e Micoparasitismo

e Producao de compostos
antimicrobianos

Elicitacdo dos mecanismos de
defesa da planta (tornando-a mais
resistente as doencas)




ABEAR TR L L D OO R R L LR L

Introducao
Agentes de Biocontrolo

Quais as vantagens?

e Aumento da produtividade (reducao de perdas decorrentes de doencas)
e Reducao do uso de PFFs

e Reducao do impacto ambiental
e Acompanhamento de tendéncias de consumo - produtos ‘residuo zero’



Cronograma BFREE

TAREFA

Leveduras endéfitas com acdo antagonista contra agentes
fitopatogénicos: da selecdo a formulacao

Selecdo de leveduras com acdo antagonista
Formulacao e caracterizacao de indculos para aplicacao em culturas

2 Proenol

Desenvolvimento de protocolo para aplica¢dao dos agentes de
biocontrolo
'Validacao da eficacia dos agentes de biocontrolo
‘Avaliagao do impacto na produtividade e qualidade

‘Compreensdo dos mecanismos subjacentes a prevencao de doenca

FACULDADE DE CIENCIAS
UNIVERSIDADE DO PORTO

[MPORTO
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Producao de um novo produto de biocontrolo para comercializa¢ao

Validacao do efeito dos antagonistas em condi¢bes de campo
‘Avaliagao do impacto na produtividade e qualidade dos produtos
Andlise integrada do desempenho dos antagonistas em condi¢oes
comerciais

Gestdo do projeto, disseminacdo e valorizacao dos resultados
‘Gestdo do projeto
Disseminacdo e valorizacdo dos resultados
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A2. Otimizacdo e A3.'SCALE-UP’ para
validacdo do efeito de LE condi¢des comerciais

A1. Selecao e
formulacao de LE

do BFree

Acoes e Tarefas

A4. Gestao do Projeto, disseminacao e valorizacao dos resultados




Atividade 1: Leveduras endofitas com ag¢ao antagonista
contra agentes fitopatogénicos: da selecao a formulacao

#p Proenol

Tarefa 1.1. Sele¢ao de leveduras com acao antagonista (\V1-4)

Coordenacdo: FCUP | Participante: Proenol

* Recurso a 2 colecoes de leveduras
* Realizacao de ensaios co-cultura ‘in-vitro’
e Selecao das 3 leveduras com acao antagonista mais significativa — Leveduras A, Be C




Atividade 1: Leveduras endofitas com ag¢ao antagonista
contra agentes fitopatogénicos: da selecao a formulacao

¢ Proenol

Tarefa 1.2. Formulacao e caracteriza¢ao de indculos para aplicacao em culturas (VI3-8)

Coordenacao: Proenol | Participante: FCUP

* Meios de cultura % Proenoll bl

* Parametros fisico-quimicos (°C, pH,...) "
 Rendimento

e Caraterizacao microbioldgica

 Desenvolvimento de 3 formulacoes
— Levedura viva (liquida)
— Extrato (p9; liofilizado)
— Exsudado (liquido)

g [TUIT TR LTI E 5 i
| '||I'I|I" |E'll.ll||| |I|‘|‘| || II|| ||| || | Sustainable Agrifood Production
I Mimllay n I ) m!"  Research Centre



Atividade 2: Otimizacao e valida¢ao do efeito de leveduras PORTO

i I FACULDADE DE CIENCIAS
endofitas como agentes de biocontrolo [ FACULDADE DE CIENCIAS

Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs (V13-14)
Coordenacdo: FCUP | Participante: INIAV

14 tratamentos
> Controlo Aderente

> 3leveduras: A,BeC
X

» 3 formulagoes: levedura viva; exsudado; extrato

» 2 modos de aplicacao: foliar e radicular
(apenas exsudados)

» Controlo quimico: fungicida sintético

g [TUIT TR LTI E 5 i
| '||I'I|I" |E'll.ll||| |I|‘|‘| || II|| ||| || | Sustainable Agrifood Production
I Mimllay n I ) m!"  Research Centre



Atividade 2: Otimizacao e valida¢ao do efeito de leveduras PORTO

~Fi i FACULDADE DE CIENCIAS
endofitas como agentes de biocontrolo [ FACULDADE DE CIENCIAS

Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs (V13-14)
Coordenacdo: FCUP | Participante: INIAV

Cultura: morango (cv. ‘San Andreas’)
Doenca-alvo: podridao cinzenta (Botrytis cinerea)

Aplicacoes: 10 aplicacdes no total de 2 em 2 semanas - tratamento preventivo
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TS T — 2 b .
| gy g/

1)

[ T o [ || M|y Sustainable Agrifoed Production
b N A
Il Ml u ] ] ml"  Research Centre



Atividade 2: Otimizacao e valida¢ao do efeito de leveduras PORTO
endofitas como agentes de biocontrolo [ FACULDADE DE CIENCIAS

UNIVERSIDADE DO PORTO

Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs (V13-14)
Coordenacdo: FCUP | Participante: INIAV

Distribuicao aleatdria dos tratamento na estufa

Ci

LB ER2

LA Ext3 ca3
caz LA Extl
Viavél (V) Exsudado (Exs) Extracto (Ext) Exsudado aplicagdo radicular
Levedura A LAExt1 LAExt 2 LAExt 3 LAER1 LAER 2 LAER3
LeveduraB| LBV1 | LBV2 | LBV3 | LBExt1l | LBExt2 | LBExt3 | LBER1 | LBER2 | LBER3
LeveduraC LCExtl | LCExt2 | LCExt3 LCER1 LCER2 LCER3
Réplicas
Controlo C1 c2 Cc3
| | | | = 3 sacos por tratamento
Fungicida [ car | ca2 | ca3 | = 7 plantas por saco




Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS

. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

1. Eficacia no controlo da doenca — tratamento preventivo

» Apds 32 aplicacdo

0.25
&
£ 020
=)
l% Folha infetada com
N 0.15 esporos de
2 a B. ci
© ab . cinerea em
- 0.10 bc laboratério
qv]
O
g 005
0.00

C ABCABU CABT CAIBTC

Levedura Exsudado Exsudado  Extrato
viva (radicular)

Levedura viva C e exsudados apresentaram efeito
preventivo na reducao do crescimento da B. cinerae



Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

'F FACULDADE DE CIENCIAS

. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

1. Eficacia no controlo da doenca — tratamento preventivo

» ApOds 92 aplicacdo — ensaio em frutos

100
l 0= healthy fruit O tratamento com
%0 1= 1-9% ' Exsudado C é capaz de
~ 0,
60 5= 10-24% manter ~30% dos
0 - - ’ .
. 3= 96 49% - % area infetada frutOE sa.uc,iavels (§em
40 infecao visivel) apoés
i 4= 50-74% , 5
inoculagcao com
20 5= 75-100% - .
] esporos de B. cinerea
0 (7 dias)
C A B CABC CATUB C

CQ CA A B
Levedura Exsudado Exsudado Extrato
(radicular)

BE00ONN

Percentagem de frutos




Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs

Primeiros Resultados

[BAPORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS
UNIVERSIDADE DO PORTO

2. Eficacia no controlo da doenca — tratamento curativo (duplicacao da dose da formulacdes)

» Numero cumulativo de 6rgdos infetados apds tratamento curativo com ABCs

w 39

20-I ]
15

o W
=
| |
|

[
[

numero de érgaos infetado
[]

R CQCAA B C A B C A B C A B C

Levedura

Exsudado Exsudado
(radicular)

Extrato

B hastes
[ inflorescéncias
[ 1 frutos verdes/maduros

Menor incidéncia global de
infecdes 10 dias da aplicacao de
tratamento curativo com
Exsudado C.

A aplicacao do tratamento
curativo com Exsudado B e
Extrato B inibiu totalmente a
infecao de frutos na estufa.



Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

'F FACULDADE DE CIENCIAS

. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

3. Impacto na qualidade dos frutos

» Pico de colheita (Apds 6 aplicacdoes dos
ABCs)

Pardmetros analisados:

» Peso médio

» Calibre (comprimento, diametro)
» Cor

» Grau brix

» pH

> Acidez titulavel

» n =5 frutos/réplica



Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS

. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

3. Impacto na qualidade dos frutos

> Peso médio

25 n.s.
= 20 T+ } s T
§ 15 g i t o T h 1
% 10
- 5

COCAA B CAUBU CADBTZ CAWBC

Levedura Exsudado Exsudado Extrato
(radicular)




Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

'F FACULDADE DE CIENCIAS

. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

3. Impacto na qualidade dos frutos

> Calibre
50 n.s. 40 n.s.
P
= + I M
E 404 T g E ~ 30 £ &
= E
2 30 %
© 5 20
E 2 2
E— @
] 10
o]
8 10
0 0
CQCA A B C A B C A B C A B C CQOCA A B C A B C A B C A B C
Levedura Exsudado Exsudado Extrato Levedura Exsudado Exsudado Extrato

(radicular) (radicular)



Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS
. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

3. Impacto na qualidade dos frutos

> Cor
40 20
ok oo o= o % oo
304 % = e 2 A s o B o= [ 15 I m &
SHB A T 0 I—}-};
g s 20 o 10]*
L1
10 5

0 0
COCAA B CABTZ CAUBTCA AU BC CQCA A B CABTU CABTCAZBC CQOCA A B CABU CAUDBTCAUBC

Levedura Exsudado Exsudado Extrato Levedura Exsudado Exsudado Extrato
(radicular) (radicular)

Levedura Exsudado Exsudado Extrato
(radicular)



Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

'F FACULDADE DE CIENCIAS

. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

3. Impacto na qualidade dos frutos

> Grau brix

10 n.s.

(oe]

(o))
|.|_|
|_|_|

° brix

N

CQCA A B CABICAUBT CAUBC

Levedura Exsudado Exsudado Extrato
(radicular)




Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS
. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

3. Impacto na qualidade dos frutos

» pH e acidez titulavel

4 n.s. 15 n.s.
= = = == == = = == = = l E
3 g
S 1.0 . _ 4 i - -
o O
@
£ 05
1 ‘O
(@)}
S
0.0
COCAA B CA B CAWDBT CA ADZBC COCAA B CADBICAUIBT CADB C
Levedura  Exsudado Exsudado Extrato Levedura Exsudado Exsudado Extrato

(radicular) (radicular)



Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS

. . UNIVERSIDADE DO PORTO
Primeiros Resultados

3. Impacto na qualidade dos frutos

> Racio grau brix/acidez titulavel

15 n.s.

[EE

o
|_|_|

=

° brix/acidity

ol

CQCAA B CABU CABTZ CAUBC

Levedura Exsudado Exsudado Extrato
(radicular)



Tarefa 2.1 Desenvolvimento de protocolo para aplicacao dos ABCs PORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS

~ o e UNIVERSIDADE DO PORTO
Conclusoes preliminares

* Levedura A: independentemente da formulacao aplicada, é a menos promissora no que diz respeito ao controlo

da podridao cinzenta, quer de forma preventiva quer curativa;

e Levedura B: demonstrou ser muito promissora quando aplicada sob as formulacdes Exsudado e Extrato.

* Levedura C: demonstrou ser altamente promissora quando aplicada sob a forma de Exsudado.

 Aformulacao ‘liquida’ e ‘exsudado radicular’ revelaram menor eficacia na reducao da podridao cinzenta.

* Nenhum dos tratamentos afetou negativamente a qualidade dos frutos.
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Tarefas em curso apos selecdo das 3 formulacoes com maior eficacia...

\ Levedura B - Exsudado

Levedura C - Exsudado
Levedura B + C - Exsudado

Tarefa 2.2 Tarefa 2.3 Tarefa 2.4

Compreensao dos
mecanismos subjacentes
a prevencao da doenga
(analises bioquimicas e
moleculares)

Avaliacao do impacto dos

tratamentos na

produtividade e
qualidade

Aplicacdo tratamentos
em 3 cvs. de morango
(FCUP) e 3 cvs. De
framboesa (INIAV)

Monitorizacao de
doencas flingicas ao
longo do ciclo produtivo
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Ensaios em curso...

Ensaio em morangueiro Ensaio em framboesa
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Grata pela vossa atencao!

Fedirapio Macional das Orpanizagies
de Praduiores de Fracos & Mortiooles

g
Instituto I"Iacin!:g: P m e n 0 I C OT H N

Investigagdo Agraria e
Veterindrig, LP CENTRO OPERATIVO E TECNOLOGICO
HORTOFRUTICOLA NACIONAL

!"r" &"'E“'ﬂl" ”"J“l"“r“ |I |'|| || || Sustainable Agrifood Production
Iu' | il ! I Research Centre

PAM OP, Lda.
Madrefruta
HT&HF
Beirabaga
Berrysmart
Sociedade Agricola dos Sirfideos Lda. -

Frescura Sublime, Unipessoal, Lda U ]FS:CE?DEE‘Q“CIAS
Miguel Mesquita & Hugo Seca, Lda. R UNiversioace 5o PoRTo
Orientesplendor

Pontorizonte -

'S REPUBLICA -
PORTUGUESA TERRA FUTURA
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www.fc.up.pt/GreenUPorto/en/

susana.carvalho@fc.up.pt
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