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Avaliacao da utilizacao de argila negra na producao de seed
balls em contexto climatico mediterranico

Resumo

O restauro ecoldgico tornou-se imprescindivel devido a tendéncia crescente do uso do
solo e constitui um objectivo particularmente desafiador na bacia do Mediterraneo. As
seed balls sdo uma técnica de restauro pouco estudada cientificamente,
particularmente em climas aridos.

Pretendeu-se testar o potencial germinativo em seed balls produzidas com diferentes
percentagens de argila negra (25%-100%), uma argila com elevado teor de matéria
organica considerada um desperdicio da industria das ceramicas, em contexto
mediterranico. Avaliou-se a germinacdo de seis espécies com sementes de volumes
diferentes (pequeno, médio e grande) em trés regimes de rega (seco, intermédio e
humido). Sementes pequenas e médias germinaram melhor com 25% de argila negra e
sementes grandes germinaram melhor com 50-75% de argila negra.

As seed balls podem ser usadas em clima mediterranico e reaproveitando a argila negra
de barreiros portugueses. O ajustamento do tamanho das seed balls a dimensdo das

sementes devera constituir o préximo passo.

Palavras-chave: Restauro ecoldgico, sementes, revestimento de sementes,
sustentabilidade, economia circular



Evaluation of the use of black clay in the production of seed
balls in a Mediterranean climate context

Abstract

Ecological restoration has become essential due to the growing trend in land use and is
a particularly challenging goal in the Mediterranean basin. Seed balls are a restoration
technique that hasn’t been scientifically studied, particularly in arid climates.

It was intended to test the germinative potential in seed balls produced with different
percentages of black clay (25% -100%), a clay with high content of organic matter
considered a waste in ceramics industry, in Mediterranean context. The germination of
six species with seeds of different volumes (small, medium and large) was evaluated in
three irrigation regimes (dry, intermediate and wet). Small and medium seeds
germinated better with 25% black clay and large seeds with 50-75% black clay.

Seed balls can be used in a Mediterranean climate and reusing the black clay of
Portuguese clay. Adjusting the size of seed balls to the size of the seeds should be the
next step.

Key-words: Ecological restoration, seeds, seed coating, sustainability, circular economy
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Enguadramento tedrico

1. Enquadramento teorico

1.1. Problematica do uso do solo

As praticas de uso do solo, sejam a conversdo de paisagens naturais para utilizacdo
humana ou a alteracdao de maneio em terras ja utilizadas pelo Homem, transformaram
uma grande proporcdo da superficie terrestre do planeta (Foley et al., 2005). Apesar
destas praticas variarem bastante em todo o mundo, o seu resultado final é geralmente
igual: a exploracdo de recursos naturais para necessidades humanas, muitas vezes a
custa da degradacdo das condi¢cdes ambientais existentes (Foley et al., 2005). Assim, as
paisagens de todo o mundo estdo a ser alteradas pela acgao humana, nomeadamente
ao desflorestar, intensificar a produgao de terras agricolas ou expandir centros urbanos
(DeFries et al., 2004).

Varias décadas de investigacdo revelaram os impactos ambientais do uso do solo em
todo o mundo, desde mudancas na composi¢cdo atmosférica a extensas modificacoes
nos ecossistemas do planeta (Wackernagel et al., 2002). As praticas de uso do solo tém
desempenhado um papel importante na mudanga do ciclo global do carbono: estima-se
que, desde 1850, aproximadamente 35% das emissGes antropogénicas de CO; resultem
directamente do uso do solo (Houghton, 2008). Estas praticas também sdo responsaveis
por declinios na biodiversidade através da degradacdo do solo, da agua e da sobre-
exploracdo de espécies nativas, assim como pela perda e modificacdo de habitats (Pimm
& Raven, 2000), traduzida principalmente na sua simplificacdo e fragmentacao.

A simplificacdo de um habitat é um processo em que se verifica uma diminuicdo da
diversidade vegetal existente, o que conduz a uma homogeneizacdo estrutural da
vegetacdo. A sua simplificacdo traz consequéncias negativas para a biodiversidade, visto
gue habitats estruturalmente menos complexos apresentam menos nichos e recursos,
0 que provoca a diminuicdo da diversidade especifica e os servicos de ecossistemas
prestados (Allouche et al.,, 2012), colocando em causa o funcionamento e a
sustentabilidade dos ecossistemas.

A fragmentagdo de habitats pode ser definida como uma “quebra” de um habitat
continuo em por¢des isoladas (Bennett & Saunders, 2010). Este fendmeno inclui perda
de habitat, ou seja, uma reducdo na area total da vegetacdo original, mas, sobretudo, a
subdivisao do continuo vegetal em fragmentos ou manchas nao ligadas entre si. De uma
forma mais concreta, a fragmentacao de habitat, uma das principais causas de perda de
biodiversidade, é a divissio de um habitat homogéneo em fragmentos de
progressivamente menores dimensdes e maior isolamento, separados por uma matriz
transformada pelo homem (Haddad et al., 2015).

Marlene Rodrigues Emidio 1
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Apesar das praticas do uso do solo contribuirem para a degradacao das condi¢des
ecoldgicas, a humanidade tornou-se dependente de uma parcela cada vez maior dos
recursos da biosfera, sobre a qual recaem grandes pressdes a medida que a populagdo,
e as consequentes necessidades fundamentais e de desenvolvimento tecnoldgico,
aumentam.

1.2. Restauro de habitats

A maneira mais eficiente de preservar um ecossistema saudavel, ou seja, um
ecossistema em equilibrio, resistente e resiliente, passa pela adopcao de medidas de
conservagdo e gestdo. No entanto, a drea mundial de ecossistemas que esta
efectivamente sob proteccdo é muito reduzida: aproximadamente 15% dos
ecossistemas terrestres e 8% dos oceanos (UNEP-WCMC, 2018), deixando grande parte
do planeta vulneravel a degradacdo induzida pelo Homem, o que se verifica actualmente
em quase dois tercos dos ecossistemas mundiais (Pedrini, 2018), tornando
imprescindivel e urgente a tomada de medidas com foco na sua recuperacao, visto que
meras medidas de conservacgdo ja ndo sdo suficientes.

O termo restauracdo ou restauro de habitat é comumente utilizado quando se
pretende melhorar um habitat, no entanto, em sentido estrito, tem um significado
diferente, o qual importa explicar: restauracdo ou restauro de habitats é o retorno de
um ecossistema a uma condi¢do proxima da que existia antes da perturbacdo (National
Research Council, 1992). Nesse sentido, a restauracdo de um habitat torna-se
improvavel. Além da dificuldade de recriar as condicGes exactas que levaram ao
desenvolvimento do ecossistema original, é também muito dificil, sendo impossivel, o
conhecimento de todas as espécies desse ecossistema que foram perdidas.

Contrariamente, a reabilitagdao de habitat é a pratica mais exequivel, constituindo
uma solucdo alternativa para o problema da restauracdo de habitats degradados. A
reabilitacdo de um ecossistema consiste em reparar ou substituir as estruturas e funcdes
essenciais, ou primarias, do ecossistema que foram alteradas ou eliminadas por
disturbios, promovendo a melhoria do ecossistema em dire¢do a restauracdo (Cooke,
2005). Segundo o mesmo autor, a reabilitacdo de habitats enfatiza a remogao ou
reducao de factores de stress e o restabelecimento de espécies, estruturas e fungdes
cruciais do ecossistema, constituindo uma pratica mais alcangavel que a restauragao.

Embora o restauro de habitats ndo seja referido em sentido estrito, sera utilizado em

sentido lato de forma a referir-se a recuperacdo de habitats, tendo em conta que
constitui o termo mais usualmente utilizado na literatura cientifica.

Marlene Rodrigues Emidio 2



Enguadramento tedrico

Processos de restauro mais simples envolvem a remoc¢do de uma perturbacdo e a
recuperagao do ecossistema através de processos ecoldgicos naturais. No entanto, o
restauro de habitats implica, geralmente, esforcos avultados, seja a nivel financeiro seja
a nivel técnico, porque sdao habitualmente vdrias as perturba¢des que levaram os
ecossistemas para além da sua capacidade de recuperacdo natural e, em areas
severamente degradadas com baixa resiliéncia, o restauro é a principal forma de
reverter a degradacao da terra e restaurar a composi¢do, o funcionamento e a
sustentabilidade dos ecossistemas (Clewell & Winterhalder, 2004). Em alguns casos,
guando existe uma necessidade constante de algum nivel de manutencdo, o processo
de restauro nunca termina, como por exemplo, em areas himidas dominadas por
espécies invasoras (Palmer et al., 2016).

As acc¢Oes de restauro sdo particularmente desafiadoras em terras aridas da bacia do
Mediterraneo (Vallejo et al., 2012), que ocupam cerca de 60% desta bacia (White &
Nackoney, 2003). Este desafio em particular deve-se a irregularidade e a pouca
frequéncia com que ocorrem condi¢bes de temperatura e humidades adequadas a
germinacgdo, crescimento e sobrevivéncia das plantas (Bean et al., 2004). A bacia do
Mediterraneo é caracterizada por invernos suaves e relativamente hdmidos que
alternam com verdes longos, quentes e secos. As estacdes da Primavera e do Outono
sdocurtas, em comparac¢ao, e muito varidveis. Durante grande parte do ano, é frequente
aocorréncia de secas com duragdo de semanas ou até meses, com graves consequéncias
para a biodiversidade, uma vez que a agua é o principal factor limitante para o
crescimento e o bem-estar de todos os organismos (Vallejo et al., 2012).

A bacia do Mediterraneo constitui um dos 18 hotspots de biodiversidade do mundo
(Norman, 2003), onde ocorrem concentragdes excepcionais de biodiversidade, muita da
qgual em declinio ou perigo de extincdo, tornando-se por isso um alvo importante de
restauro ecolédgico, mesmo que este seja dificil de concretizar. A pratica de restauro mais
comumente implementada na regidao do Mediterraneo durante a primeira metade do
século passado tinha uma abordagem acentuadamente ligada a silvicultura, com a
introducdo de algumas espécies arbustivas de crescimento rapido. Esta abordagem
tinha como objectivo combinar a produtividade florestal com a proteccao hidrolégica de
bacias hidrograficas, além de promover a empregabilidade em areas rurais remotas.
Esta prdtica tem sido progressivamente substituida por uma abordagem
ecologicamente mais abrangente, com diversificacdo de espécies vegetais e tendo em
consideragdo os solos e a preservacao da fauna (Nunes et al., 2016). Presta-se assim,
atualmente, uma maior atengdo as questOes ambientais e econdmicas da
biodiversidade que estdo inter-relacionadas, por um lado, e a sustentabilidade, por
outro (Vallejo et al., 2006).

Relativamente a forma de restauro, a que melhor relagao custo beneficio apresenta
na reintroducdo de espécies vegetais é a sementeira, representando a principal
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ferramenta para a restauracdo de habitats terrestres (Merritt & Dixon, 2011) e
constituindo um elemento fundamental para atender as metas globais, como a
reabilitacdo de 150 milhdes de hectares de terras degradadas, uma das prioridades do
desenvolvimento sustentdvel das Nac¢des Unidas (Parlamento Europeu, 2018). No
entanto, o sucesso no uso de sementes nativas em restauro ecoldgico é geralmente
limitado e menos de 10% das sementes utilizadas conseguem estabelecer-se com
sucesso para produzir uma planta adulta (Ceccon et al., 2016). A limitagdo do sucesso
no restauro com uso de sementes tem sido atribuida a factores fisioldgicos, logisticos e
ecoldégico-ambientais, incluindo baixa viabilidade de sementes, dorméncia, dificuldades
no manuseamento das sementes e sua distribuicdo no terreno devido a variacdo do seu
tamanho e morfologia. Além disso, a variabilidade das condigdes ambientais dos locais
a intervencionar constituem igualmente uma barreira ao sucesso do restauro (Pedrini
et al., 2020).

Na Europa, por exemplo, a producdo de material vegetal nativo é limitada pelos
custos elevados de producdo e pela falta de experiéncia na sua producao e propagacao
(Tischew et al., 2011). Apesar de terem sido superados varios problemas relativamente
a produgdo, armazenamento e uso de sementes devido a prdtica e a experiéncia
adquirida, existem ainda muitas lacunas de conhecimento que exigem mais investigacdo
(Merritt & Dixon, 2011). Consequentemente, tém sido desenvolvidas e melhoradas
varias técnicas com o intuito de facilitar o sucesso da revegetagao, como por exemplo a
aplicacdo de adubo, a sementeira em faixas e o melhoramento de variedades e/ou
espécies (Beggy & Fehmi, 2016). No entanto, existem outras técnicas promissoras que
parecem estar a ser utilizadas ad hoc, ou seja, usadas apenas quando necessario, por
profissionais de restauro ecolégico e ndao necessariamente acompanhadas por
investigacGes significativas (Miller et al., 2017), encontrando-se nesta categoria o
revestimento de sementes (Gornish et al., 2019).

1.3. Revestimento de sementes & seed balls

Considerando as limitacdes das técnicas de restauro, verifica-se uma necessidade de
melhorar as probabilidades de sucesso das mesmas na promocdo de vegetacdo nativa.
No entanto, as tecnologias de aprimoramento de sementes direcionadas ao restauro
ecolégico tém recebido pouca atencdo. Isto deve-se a necessidade de uma extensa
investigacdao e desenvolvimento, de modo a adaptar as tecnologias ja existentes das
sementes de culturas habituais para tipos de sementes nativas complexas e diversas, e
ao elevado custo inicial de equipamento adequado (Pedrini et al., 2020).

Uma das principais abordagens para aumentar as probabilidades de sucesso do
restauro consiste no revestimento de sementes (Paparella et al., 2015). O revestimento
das sementes consiste, de forma geral, na aplicacdo de material externo a semente com
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o intuito de modificar a forma e o tamanho das sementes facilitando o seu
manuseamento (Halmer, 2008), e/ou fornecer compostos que beneficiem a protecao
contra predadores, promovam a germinacdo e/ou que melhorem o crescimento das
plantas (Madsen et al., 2012). Estas técnicas sao utilizadas para melhorar o sucesso de
estabelecimento da vegetacdo (Liu et al.,, 2010; Gornish et al., 2019) tendo por base
atingir um ou mais dos quatro objectivos seguintes: 1. melhorar a distribuicdo das
sementes, ao homogeneizar a sua forma e/ou aumentar o seu tamanho; 2. aumentar a
protecao contra predacdo; 3. melhorar a taxa de germinacdo e 4. melhorar a taxa de
estabelecimento das plantas (Gornish et al., 2019).

Apesar da nomenclatura utilizada na literatura nao ser consistente, a terminologia
mais empregue e reconhecida tanto na industria como no mundo cientifico baseia-se
em diferentes classificacdes consoante o peso, tamanho e propriedades das sementes
revestidas (Pedrini et al., 2017), podendo o revestimento de sementes ser feito de trés
formas diferentes:

1. Film coating (Revestimento de pelicula) — consiste no tratamento mais basico,
com a aplicagcdo de uma camada fina de material externo (geralmente menos de
5-10% do peso da semente) (Pedrini et al., 2020).

2. Encrusting (Encrustracdo) — aplicacdo de uma camada externa que origina um
aumento de peso da semente, mas em que ainda é evidente a sua forma original
(Pedrini et al., 2020).

3. Pelleting (Peletizacdo) —aplicacdo de uma camada externa que torna impossivel
perceber a forma original da semente (pellet), ja que o resultado é geralmente
uma forma esférica (Taylor et al., 1998).

Engquanto que as sementes tratadas através de film coating e encrusting sao
classificadas tendo em conta o seu peso, as sementes peletizadas sdo classificadas pelo
didmetro (Pedrini et al.,, 2017). Estas trés abordagens, apesar de terem sido
desenvolvidas para espécies agricolas, tém relevancia para a pratica do restauro
ecoldgico (Pedrini et al., 2020).

Grande parte dos estudos sobre revestimento de sementes diz respeito a
optimizacdo de praticas agricolas (Taylor et al., 1998), em consequéncia da sua ampla
aplicagdo na industria agricola desde ha décadas, maioritariamente em variedades de
culturas horticolas (Pedrini et al., 2020). Esta técnica comecou a ser utilizada para
restauro em larga escala na década de 1940 (Jordan, 1967), em simultdneo com a
mecanizacdo da sementeira (Gornish et al., 2019), no entanto poucos sdo os trabalhos
de investigacdo que tém como foco a sua utilizacdo no restauro de areas naturais
(Pedrini et al., 2017).
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Ainda assim, as técnicas desenvolvidas e os estudos realizados sobre revestimento
de sementes, mesmo que focadas numa vertente agricola, revelam-se Uteis para os
profissionais do restauro ecoldgico, desde que se tenha em conta as diferencas de
materiais disponiveis e da area a ser semeada. Estas diferengas entre praticas agricolas
e praticas de restauro levam a uma necessidade urgente de adaptar criteriosamente as
técnicas de revestimento de sementes as necessidades e especificidades do restauro
ecoldgico (Gornish et al., 2019). Isto é particularmente relevante, porque as técnicas de
revestimento, tendo em conta a protegao que conferem as sementes e desde que nao
reduzam significativamente a germinacdo e o estabelecimento da planta, sdo um
método viavel para melhorar a distribuicdo das sementes e a eficiéncia da sementeira
(Gornish et al., 2019).

Uma técnica de revestimento de sementes, que se inclui na categoria de peletizacao
de sementes, sao as seed balls. Esta técnica aparece muito comumente associada a
Masanobu Fukuoka, agricultor e filédsofo japonés formado em Microbiologia. Fukuoka

I’I

foi o pioneiro do que ele apelidou de “agricultura natural”, um método agricola que
evita a lavoura, a remocdo de ervas daninhas e o uso de fertilizantes, herbicidas ou
pesticidas. E um método que tem como objectivo imitar, o maximo possivel, os
processos naturais (Mach, 2009). Fukuoka também gostava de chamar a este método
de “do nothing” agriculture, ou seja, uma agricultura “ndo faga nada”, um nome
enganador pela sua falsa simplicidade, uma vez que ele prdprio admitiu ter sido um

método que levou mais de trinta anos a aperfeigoar (Fukuoka, 2010).

Fukuoka define a seed ball (Figura 1) como uma semente envolta em argila e
posteriormente seca de modo a formar um pellet com um didmetro de cerca de 1 cm
(Fukuoka, 1985). Esta definicdo é apenas uma das possiveis, visto que uma seed ball,
pode ter no seu interior varias sementes, que podem ser sementes da mesma espécie
ou de espécies diferentes, o que pode obrigar a diametros maiores. Além disso, a seed
ball pode ser constituida, além de argila, por outros constituintes, como fibra e himus
(Jones et al., 2014) e ainda outros elementos menos usuais, como pd de rocha,
fertilizantes, carvdo activado ou fungos micorrizicos, entre outros (Gornish et al., 2019).

Ndo é consensual se Fukuoka inventou esta técnica ou se apenas a recuperou da
agricultura japonesa antiga, no entanto, a associacdo entre seed balls e Fukuoka é
inegavel, visto a defesa da utilizacdo de seed balls por parte de Fukuoka ter influenciado
os agricultores, a nivel mundial, que procuravam técnicas de propagacao de plantas que
se encaixassem nas filosofias de sementeira directa (Mach, 2009).
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Figura 1. Exemplo do aspecto de seed balls desenvolvidas no presente estudo; sdo constituidas por argila negra
(75%) e argila branca (25%) e contém sementes de Brachypodium distachyon.

As seed balls, tal como as restantes técnicas de revestimento de sementes, visam
promover o sucesso de estabelecimento da vegetacdo. Ao revestir-se as sementes,
melhora-se a distribuicdo das mesmas em campo, em particular no caso de se semearem
varias espécies em conjunto, pois a agregacao e o aumento do tamanho, peso e textura
da superficie do pellet asseguram que as sementes sejam distribuidas de forma mais
homogénea e sejam mais facilmente manipuladas durante a sua implanta¢do no local
de restauro (Hoose et al., 2019). Por outro lado, é conveniente precaver a redistribuicdo
das sementes que pode ser feita pelo vento ou pela agua, o que ndo acontece com as
seed balls pelo facto de estas serem mais pesadas e ficarem imdveis apds a sua
distribuicdo (Pedrini, 2018).

Este tipo de técnica permite também, como ja foi referido, aumentar a protecao
contra a predacdo e a deterioracdo das sementes. A principal ameaca bidtica para as
sementes sdo os insectos (especialmente formigas), pequenos mamiferos e aves, no
entanto os fungos podem também constituir, em certas situacdes, uma grande ameaca
(Gornish et al., 2019). A diminuicdo da predacdo pode ser uma vantagem importante
sobretudo quando, por auséncia de precipitacdo, ndo ocorra germinag¢do, no sentido em
gue a vida das sementes pode ser prolongada até que surjam as condi¢cdes dptimas para
a germinacao (Jones et al., 2014).

Além disso, quando se procede ao revestimento de sementes, existe a possibilidade de
incorporar ingredientes activos ou protectores bioldgicos e quimicos benéficos que,
guando libertados na semente ou no solo circundante, além de conferirem proteccao a
semente contra agentes patogénicos, melhoram a germinacdo, através da retencdo da
humidade (Jones et al., 2014) e/ou da sobrevivéncia e o crescimento das plantas (Taylor
et al., 1998; Halmer, 2008). Por exemplo, a inclusdo de um agente surfactante do solo
no revestimento de Pseudoroegneria spicata para restauro pos-incéndio no noroeste
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dos EUA melhorou a emergéncia de plantulas e a sua sobrevivéncia em solo repelente a
agua (Madsen et al.,, 2013). No Planalto Tibetano, a incorporacdo de outros
componentes nas seed balls — microrganismos inoculados no revestimento das
sementes — melhorou a emergéncia e sobrevivéncia de plantulas de duas espécies em
pastagens degradadas (Liu et al., 2010).

As seed balls podem também promover o restauro ecoldgico contribuindo
simultaneamente para um sistema mais sustentdvel. O material de que sao formadas
pode incorporar microrganismos benéficos que produzem nutrientes necessarios as
plantas. Isto promove a germinacao e o crescimento das plantas, o que ndo so favorece
a abundéancia das espécies semeadas como promove a existéncia de polinizadores,
através do fornecimento de alimento e abrigo, aumentando consequentemente a
disponibilidade futura de sementes e assim promovendo o restauro ecolégico (Figura
2).

Restauro de

habitats
Seed balls
Microrganismos
Aumento de sementes
Insectos/ Polinizag3o Composto/solo
Abrigo e alimento Nutrientes

Sementes/Plantas

Figura 2. Utilizagdo das seed balls em restauro ecolégico promovendo a sua sustentabilidade. Adaptado de Seed
balls/Earthshed Solutions.

Alguns estudos referem potenciais problemas no uso de técnicas de revestimento de
sementes que necessitam de solucdo. Segundo Carvalho & Novembre (2011), o uso de
sementes peletizadas pode ter alguns problemas, visto o pellet poder afectar o
desempenho da semente durante a germinacdo. Isto porque o arranjo das particulas
finas do pellet dificulta a emissdo da raiz primaria e a troca de gases, o que provoca,
geralmente, um atraso no processo de germinacdo (Nascimento et al., 2009). Outros
estudos confirmaram que sementes nuas de varias espécies germinaram mais rapido do
gue as sementes peletizadas (e.g. Franzin et al., 2004; Pires et al., 2004). Embora estes
estudos tenham sido realizados com espécies agricolas, alguma informag¢do pode ser
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aproveitada, ja que, como referido anteriormente, os estudos com espécies potenciais
para o restauro ecolégico sdo muito escassos e requerem mais investigacao.
Investigadores e outros profissionais desta area necessitam partilhar falhas e desafios
associados ao revestimento de sementes de plantas nativas de forma a que os esforgos
realizados tenham sucesso, e que sejam identificadas as possiveis limitages e
melhorado o conhecimento geral dos factores que contribuem para revestimentos bem-
sucedidos (Pedrini et al., 2020).

Uma vantagem indirecta das seed balls é a sua possivel utilizacdo em sensibilizacdo e
educacdo ambiental, com foco especial nas escolas do ensino bdsico e pré-escolar,
devido ao potencial ludico que lhes pode ser associado.

As escolas constituem um veiculo privilegiado para a transmissao de pensamento e
para a construgdo do conhecimento (Spironello et al., 2012). S3o um espago importante
de socializacdo e de troca de experiéncias e, quanto mais cedo se aplicar a educacao
ambiental no desenvolvimento infantil, maiores as hipdéteses de se conseguir uma
consciéncia ambiental efectiva (Cabral et al., 2015). Por outro lado, este processo de
sensibilizacdo da comunidade escolar pode incentivar iniciativas que vao para além do
ambiente escolar, podendo alcancgar tanto o bairro no qual a escola se encontra inserida
como comunidades mais afastadas nas quais residam alunos, professores ou
funciondrios (Effting, 2007). Além disso, as criangas necessitam de contactar com a
biodiversidade para se interessarem pela sua protecdo (Chawla, 1999).

As seed balls podem constituir uma técnica eficaz de sensibilizagdo ambiental em
contexto escolar, principalmente em criangas mais novas, porque o processo de
formacao das seed balls assemelha-se em muito a moldar plasticina, constituindo assim
uma actividade divertida para os mais novos. Esta vertente Iudica das seed balls, que
constitui uma grande mais valia desta técnica, deve ser aproveitada para sensibilizar
sobre a importancia do restauro ecoldgico de habitats, os contextos em que tal é
necessario (ex.: situagdes de degradacgao, erosdo e desertificagao) e formas praticas de
o fazer. Nesse sentido, é proposto um protocolo para ser aplicado a escolas do ensino
basico, em particular do 12 Ciclo (Anexo 1), onde se pretende que as criangas, enquanto
aprendem a fazer seed balls, sejam simultaneamente sensibilizadas para algumas
problematicas ambientais e que sejam capazes de, posteriormente, transmitir esse
conhecimento.
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1.4. Caso de estudo

As sementes constituem a melhor relagdo custo-beneficio no restauro ecolégico, no
entanto, existem diversos factores limitantes da germinacdao e do estabelecimento das
plantas, sejam questdes logisticas, barreiras fisioldgicas ou ecoldgicas.

Nesse sentido, tém sido desenvolvidas e melhoradas varias técnicas com o objectivo
de aumentar o sucesso da revegetagdo e, consequentemente, o sucesso do restauro
ecoldgico. No entanto, outras técnicas com grande potencial, como é o caso das seed
balls, tém sido negligenciadas, sendo objecto de pouca investigacdo, o que resulta num
reduzido suporte cientifico.

Considerando que o restauro ecoldgico se tem revelado um desafio peculiar na bacia
do Mediterraneo, principalmente devido ao clima que a caracteriza, este estudo
pretende testar o comportamento das seed balls em contexto climatico mediterranico.
Pretende-se também testar a incorporacdo de argila negra proveniente de barreiros
portugueses da Beira Litoral nas seed balls e promover deste modo a utilizacdo daquilo
gue, para a industria das ceramicas, é considerado um desperdicio por apresentar um
teor elevado de matéria organica e baixa plasticidade. A incorporacado desta argila pode
constituir uma mais-valia para as sementes contidas nas seed balls, visto que possui a
matéria organica que é frequentemente adicionada a argila normal utilizada no seu
fabrico. Além destes beneficios, a utilizacdo desta argila negra é também uma forma de
potenciar a técnica numa dptica de ecologia verde circular e sustentdvel.

Esta dissertacdo foi apoiada pelo projeto LIFE Natureza e Biodiversidade LIFE LINES
Linear Infrastructure Networks with Ecological Solutions (LIFE14 NAT/PT/001081) co-
financiado pela Unido Europeia, e pelo Banco de Sementes do Departamento de Biologia
da Universidade de Evora, que forneceram o apoio logistico e os materiais para a
realizacdo deste estudo. O projeto LIFE LINES desenvolve-se no Alentejo Central e tem
como principais objectivos a mitigagao dos efeitos negativos das infraestruturas lineares
e acriacdo de uma infraestrutura verde demonstrativa que acompanhe a infraestrutura
cinzenta para potenciar a conservagdo da biodiversidade (LIFE LINES, 2018), incluindo a
promocado de varias espécies de lepiddpteros. Assim, as espécies de flora utilizadas neste
estudo sdo promotoras de lepiddpteros considerados espécies-alvo no contexto do
projeto LIFE LINES, salientando o importante papel que os lepiddpteros apresentam,
enquanto polinizadores, no processo de restauro ecolédgico e no ecossistema. Apesar
deste estudo ndo pretender obter uma conclusdo directa sobre o funcionamento das
seed balls na promogdo de polinizacdao por lepiddpteros, pode dar uma indicacdo do
potencial desta técnica enquanto promotora de habitat para os mesmos.
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Assim, esta dissertacdo tem como objetivo definir qual a melhor percentagem de
argila negra de barreiros portugueses da Beira Litoral a utilizar no fabrico das seed balls
de forma a potenciar a germinacdo das sementes em contexto de clima mediterranico.
O funcionamento das seed balls sera avaliado para as espécies vegetais individualmente,
mas pretende-se também perceber se existe algum padrao comportamental ao avaliar
as espécies tendo em conta o volume das suas sementes, de forma a permitir a
extrapolacdo dos resultados preliminares para uma maior diversidade de espécies.

Este estudo, tanto quanto foi possivel apurar na literatura consultada, é o primeiro
do género nestas condicGes particulares, pelo que ird centrar-se na fase inicial do
processo de restauro, nomeadamente na germinacao das sementes contidas nas seed
balls e emergéncia das plantulas. O desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da
planta, bem como a implementacdo in situ desta técnica, ndo sdo alvo do ambito desta
dissertacdao, mas deverao constituir matéria de pesquisa futura.
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2. Metodologia

2.1. Selecao de espécies

Para o presente estudo foram selecionadas seis espécies de plantas, Agrostis
castellana Boiss. & Reut., Mentha suaveolens Ehrh., Brachypodium distachyon (L.) P.
Beauv., Mantisalca salmantica (L.) Briq. & Cavill., Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirt.
e Cynara humilis L. Esta selecgao assentou nos seguintes critérios:

e espécies atrativas para vdrias espécies de lepiddpteros, por constituirem ou
fornecerem alimento, seja na fase larvar ou na fase alada (Stefanescu, 1997;
Stefanescu & Traveset, 2009; Maravalhas, 2003; Obregdén & Prunier, 2014;
Aguado Martin et al., 2015);

e espécies com elevada taxa de germinacdo (acima de 95%) registada noutros
estudos (Royal Botanic Gardens Kew; ENSCONET);

e espécies com condi¢bes 6timas de germinacdo semelhantes (Royal Botanic
Gardens Kew; ENSCONET);

e espécies com sementes com volume semelhante (tomando o volume como um
indicador da quantidade de endosperma) de forma a constituir 3 classes de
dimensdo de sementes mais ou menos homogéneas.

A nomenclatura e caracterizacdo das espécies de flora utilizadas estd de acordo com
a Flora Ibérica (Castroviejo, 1986-2012) para as dicotiledoneas e com a Nova Flora de
Portugal (Franco e Rocha Afonso, 1994-2003) para as monocotileddneas.

As sementes das espécies utilizadas foram recolhidas em areas de montado situadas
no distrito de Evora (Alentejo, Portugal) no final da sua época de amadurecimento,
durante as primaveras de 2016, 2017 e 2018, e as coordenadas geograficas (Tabela 1)
dos locais de colheita foram registadas com GPS (Garmin Montana 680t). Para evitar
danificar a populagdo selvagem e garantir a sua regenera¢dao natural, nunca foram
recolhidas mais de 20% das sementes disponiveis, como recomendado por Royal
Botanic Gardens Kew. O lote de sementes usado de cada espécie foi o mesmo em todas
as etapas da experiéncia. As sementes foram limpas, desumidificadas a 15% de
humidade e armazenadas, a temperatura ambiente, em recipientes de vidro
hermeticamente fechados, até a realizacdo dos ensaios de germinacdo (Novembro de
2018). As sementes visivelmente danificadas foram excluidas da experiéncia.

Marlene Rodrigues Emidio 12



I Metodologia

As espécies em andlise, e respetivos lotes de sementes (Figura 3), foram
caracterizados de acordo com a forma de vida da espécie, o lepiddptero beneficiado,
peso de 1000 sementes e dimensdo das mesmas (Tabela 1). O peso médio de 1000
sementes foi calculado de acordo com as regras do ISTA (ISTA, 2015) através da
extrapolacdo do peso médio de 10 réplicas de 100 sementes aleatoriamente escolhidas.
O volume médio de 30 sementes foi calculado para cada espécie, de acordo com Casco
e Dias (2008), segundo a férmula Vol=R LW T / 6, em que L — comprimento, W — largura
e T — espessura. Com base nos volumes obtidos para as espécies em estudo, e nos
valores globais de volume de sementes de espécies do Mediterraneo referidas na base
de dados (Ganhdo & Dias, 2017), estabeleceram-se as seguintes classes de dimensao de
sementes: pequenas (< 1 m3), médias (]J1 — 20] mm?3) ou grandes (]20 — 85] mm3).
Brachypodium distachyon, M. salmantica e B. bituminosa foram medidos com os
respectivos apéndices, respeitando os requisitos de aplicagdo da féormula acima. As
sementes foram medidas com auxilio de uma craveira digital (POWERFIX — Profi +; IAN
945000s requisitos de aplicagdo da formula acima. As sementes foram medidas com
auxilio de uma craveira digital (POWERFIX — Profi +; IAN 94500).

Figura 3. Lotes de sementes utilizados no estudo (por ordem da esquerda para a direita:
Agrostis castellana; Mentha suaveolens; Mantisalca salmantica; Brachypodium
distachyon, Bituminaria bituminosa e Cynara humilis)
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Tabela 1. Informagdo resumida sobre as seis espécies utilizadas no estudo.

Peso de Volume médio
Espécie Familia Forma de vida 1000 (£ EP) Classe de Coordenadas Anode Lepiddpteros alvo
sementes (mm?) tamanho recolha
(g)
Agrostis castellana Gramineae Hemicriptoéfito 0,06 0,005 + 0,001 Pequeno 38°31'57°N 2016 Pyronia tithonus
8°01'46 °W
Mentha suaveolens Labiatae Hemicriptoéfito 0,04 0,009 + 0,001 Pequeno 38°31'57°N 2016 Pyronia tithonus
8°01'05 °W
Melanargia ines;
Brachypodium distachyon Gramineae Terdfito 4,69 7,997 £ 0,337 Médio 38°31'36 °N 2017 Thymelicus acteon;
8° 00'52 °W Thymelicus lineola.
Mantisalca salmantica Compositae Hemicriptofito 3,94 3,717 £ 0,182 Médio 38°14'56 °N 2018 Vanessa cardui
7°59'57 °w
Colias croceus;
Gonepteryx cleopatra
Bituminaria bituminosa Leguminosae Terdfito 19,00 31,964 £ 0,939 Grande 38°31'57°N 2016 Pieris brassicae;
8°1'59 °w Pieris rapae;
Pontia daplidice
Cynara humilis Compositae Hemicriptdfito 0,95 54,954 £ 2,424 Grande 38°31'44 °N 2018 Vanessa cardui
8°01'02 °W
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O ensaio de germinacao foi dividido em duas etapas complementares: determinagao
prévia da viabilidade dos lotes utilizados e avaliacdo da germinacdo em seed balls.

2.2. Ensaio de germinagdo para determinagdo da viabilidade das sementes

A fim de determinar a viabilidade dos lotes de sementes utilizados, sementes de cada
uma das espécies em andlise foram colocadas a germinar em caixas de Petri (9 cm de
didmetro) com agar a 1% como substrato. De cada espécie do ensaio foram usadas 25
sementes por caixa de Petri (Figura 4), com quatro réplicas por espécie, ou seja, 4 caixas
de Petri.

Figura 4. Fotografia de placa de Petri com vinte e cinco sementes de
Cynara humilis para teste de viabilidade do lote das mesmas.

O ensaio foi realizado em camara de germinacdao (FITOCLIMA S 600 PLH), com um
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, a 202C, durante 31 dias. As
sementes germinadas foram contadas diariamente e removidas das placas de Petri.
Apesar de se considerar que uma semente germinou quando a radicula emerge do
tecido envolvente (Bewley et al.,, 2013), para garantir uma germinacdo efetiva,
considerou-se uma semente como germinada quando a radicula atingia pelo menos
metade do tamanho da semente. A meio do ensaio, por apresentarem um nivel de
fungos capaz de influenciar a germinacdo das sementes, as caixas de Petri com agar
foram substituidas e as sementes foram imersas durante 5 minutos numa solugao de
agua e lixivia comercial a 10% (1:1) e, depois de bem enxaguadas em agua destilada,
transferidas para as novas caixas.

As caixas de Petri foram diariamente reorganizadas de forma aleatédria, apds a
contagem, para assegurar que a sua posi¢do ndo influenciava a germinagdo (Yang et al.,
1999).
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No final do ensaio, as sementes ndo germinadas foram dissecadas para determinar a
sua viabilidade, ou seja, foi verificado se tinham ou ndo um embrido completo, com
tecidos firmes e de cor clara, como recomendado por Gosling (2003) e consideradas
vidveis apenas quando isso se verificava.

2.3. Ensaio de germinagao em seed balls

Para producdo das seed balls utilizaram-se dois tipos de argila fornecidos por uma
empresa de extracdo de barros: uma argila negra, com elevado teor de matéria organica
(22,9%), considerada um desperdicio pela industria de ceramica, e uma outra argila,
branca, com maior plasticidade, ambas finamente moidas (Figura 5). Utilizaram-se estas
argilas em 4 combinacdes, de tal modo que a percentagem de argila negra utilizada em
cada combinacgao (100%, 75%, 50% e 25%) fosse completada com argila branca (em 0%,
25%,50% e 75%, respetivamente). Cada seed ball possuia um volume aproximado de 15
cm?3 e foi produzida adicionando dgua a cada uma das misturas descritas até que elas se
tornassem pldsticas, sem se quebrarem. No interior de cada seed ball foram colocadas
sete sementes da mesma espécie, de forma a que cada espécie fosse testada
individualmente.

. )
ey — - il
Figura 5. As duas argilas utilizadas (argila branca a esquerda e argila negra a direita)

As seed balls foram distribuidas em recipientes plasticos de 12 cm x 21,5 cm (258
cm?), contendo como substrato 400 cm?® de perlite, com o intuito de estabilizar as seed
balls e, simultaneamente, manter a humidade nos recipientes. Cada recipiente foi
dividido ao meio de forma a comportar seis seed balls, trés de uma das espécies em
estudo numa das metades e trés da outra espécie com dimensdo aproximada na outra
metade. Os recipientes foram colocados na estufa, com rega controlada e com registo
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de temperatura didrio. A temperatura média da estufa variou entre 13.2 e 17,0 °C
durante os 3 meses de ensaio. De forma a tentar simular o clima mediterraneo,
estabeleceram-se trés regimes hidricos (seco, intermédio e humido), conseguidos
através de diferentes valores de regas semanais. Para se estimar o que poderia ser
actualmente um ano seco, um ano intermédio e um ano humido, utilizaram-se os dados
de precipitacdo diaria registada na Estacdo Meteoroldgica da Herdade da Mitra (ICT,
2020) entre Novembro de 1996 e Setembro de 2018. Depois de analisada a variacdo de
precipitacdo deste periodo de tempo, convencionou-se 440 mm para um ano seco, 600
mm para um ano intermédio e 800 mm para um ano humido. De acordo com estes
valores e, considerando-se a area dos recipientes, estabeleceram-se os regimes de rega
gue constam na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidade de dgua disponibilizada semanalmente a cada conjunto de 6 seed balls/modalidade de regime
hidrico e ao grupo de amostras de referéncia, consoante o regime hidrico. Ref — Referéncia.

Regime hidrico Seco Intermédio Humido
Recipiente Seed_balls Ref Seed balls Ref Seed balls Ref
Quantidade de agua (ml) 55 32 75 41 100 60

Para cada espécie estudada estabeleceram-se doze réplicas (ou seja, doze seed balls)
para cada uma das combinag¢@es das varidveis: percentagem de argila negra e regime
hidrico. Os recipientes foram assinalados com um cédigo numérico (numero da réplica),
com cores (variavel % de argila e espécie) e um cédigo de letras (A, B e C), de forma a
gue cada réplica (ouseja, cada seed ball de cada recipiente) fosse facilmente identificada
para a contagem posterior da germinagdo das sementes (

Espécie A Espécie B

% Argila negra
Figura 6).
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Figura 6. Esquema ilustrativo (a direita) e fotografia (a esquerda) dos recipientes e das seed balls. As letras A,Be C
correspondem as diferentes réplicas.

Relativamente ao regime hidrico, os recipientes foram agrupados separadamente de
forma a que cada grupo de recipientes pertencesse a um regime hidrico. As duas
espécies presentes em cada recipiente correspondiam, no seu conjunto, ao grupo de
sementes pequenas, médias ou grandes, de forma a simplificar a organizacdo das seed
balls e facilitar o posterior registo da germinacao.

Estabeleceu-se também um grupo de referéncia (sementeira numa mistura de turfa
e areia) constituido por doze réplicas para cada espécie em cada regime hidrico. O
substrato usado consistiu em 221 cm3 de perlite na base e 221 cm3 de uma mistura
contendo turfa e areia numa proporcao de 1:2. Esta mistura foi separada da perlite
através de tecido fino e permedvel a d4gua, de forma a impedir a passagem das sementes
para a perlite. Em cada recipiente foram dispostas sete sementes da mesma espécie e
foi também aqui utilizado um cédigo numérico (nimero da réplica) e de cores (variavel
regime hidrico e espécie) de forma a que cada réplica (ou seja, cada recipiente) fosse
facilmente identificada para a contagem posterior da germinacdo das sementes (Figura
7e Figura 8).

Por razbes de logistica, a area dos recipientes usados para o grupo de referéncia
(142,5 cm?) diferiu da area dos recipientes que contém as seed balls, o que obrigou ao
ajustamento das regas a area destes recipientes de forma a garantir a comparabilidade
entre o grupo referéncia e as seed balls.

Mistura de areia e turfa Semente Espécie

| L —o

t

Perlite

Tecido =)

Regime hidrico

Figura 7. Esquema ilustrativo das amostras de referéncia, vistas de perfil e de cima.

——

Figura 8. Fotografia de referéncias.
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Os recipientes, tanto das seed balls como do grupo de referéncia, foram regados uma
vez por semana (Tabela 2), mas com quantidades de 4dgua diferentes consoante os
regimes hidricos e o tipo de recipiente (devido as diferencas de drea dos recipientes
referidas anteriormente).

As contagens das sementes germinadas foram realizadas em dias alternados.
Consideramos uma semente germinada, tanto para as seed balls como para o grupo de
referéncia, quando as folhas cotiledonares ficavam visiveis.

O ensaio iniciou-se em Novembro de 2018 e terminou em Janeiro de 2019, contando
com 42 dias de registos.

2.4. Analise de dados

A andlise de dados foi delineada seguindo uma sequéncia de complexidade
crescente, considerando os resultados obtidos a cada momento e pretendendo nao sé
dar resposta aos objetivos da dissertacdo, mas também produzir conhecimento em falta
sobre as espécies e os processos envolvidos.

Antes das anadlises, testou-se a normalidade e a homocedasticidade dos dados
através dos testes Shapiro-Wilk e de Levine, respectivamente. O nivel de significancia foi
estabelecido em 0,05 e as andlises estatisticas foram realizadas com o software IBM
SPSS Statistics 24.

2.4.1. Viabilidade das sementes e germinagao

Os dados resultantes do ensaio de viabilidade permitiram calcular a percentagem de
viabilidade das sementes de cada uma das espécies em estudo, de acordo com a férmula
Viabilidade (%) = (SV x 100)/NT, onde SV é o nimero de sementes viaveis (sementes
germinadas mais sementes vidveis que ndo germinaram) e NT o numero total de
sementes.

No ensaio de germinacdo em seed balls, foram calculados a percentagem de
germinacdo e o tempo médio de germinacdo (TMG) em cada seed ball, para cada uma
das espécies e respectivas referéncias, com base nas férmulas abaixo indicadas:

1. Sementes inviaveis = (NT-N)*(1-V), onde NT é o total de sementes semeadas, N
€ 0 numero de sementes germinadas, e V é o valor de viabilidade calculado no
ensaio de viabilidade;
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2. Germinagdo (%) = (N x 100)/(NT-SI), onde N é o numero de sementes
germinadas, NT é o total de sementes semeadas, e Sl é o valor de sementes
inviaveis;

3. Tempo de germinagdo médio (TGM) = Y.(n; * t;)/ 2. n;, onde n; é o nimero de
sementes germinadas no dia i e tj € o numero de dias de ensaio até ao dia i.

O cdlculo da percentagem de germinacgao foi feito com base na aplicacdo de um
factor de viabilidade, que se expressa pela subtracdo do nimero de sementes invidveis
ao total de sementes semeadas. A aplicacdo do factor de viabilidade permite uma
comparacdo directa entre as espécies e uma correcta interpretacdo dos resultados. De
outro modo, diferentes percentagens de germinacdo poderiam ser também
consequéncia da viabilidade, dificultando a avaliagdo da influéncia dos factores
efectivamente em analise.

Utilizou-se o teste nao-paramétrico de Mann-Whitney de forma a ser avaliada a
existéncia de diferencas significativas na viabilidade entre as espécies. O mesmo teste
foi também utilizado para detetar diferencas significativas na percentagem e tempo de
germinacdo de cada espécie entre seed balls e as referéncias correspondentes.

2.4.2. Andlise dos factores que influenciam a germinagdo das espécies em seed

balls

Ainfluéncia da percentagem de argila negra e do regime hidrico na percentagem de
germinacdo das espécies foi avaliada através do teste de Mann-Whitney. O efeito do
regime hidrico na germinacgdo foi avaliado tanto nas seed balls como nas referéncias,
enqguanto o efeito da percentagem de argila negra foi analisado apenas na germinacao
em seed balls, visto que a mesma nao foi utilizada nas referéncias.

Uma vez que a germinagdo das diferentes espécies pode ser naturalmente reduzida
ou elevada, a avaliacdo da germinacado nas seed balls devera ter em consideragao o
comportamento germinativo esperado para cada espécie. A germinacdo nas condicdes
de referéncia constitui, assim, a resposta esperada para cada espécie, nas mesmas
condicdes experimentais das seed balls. Assim, guanto mais préxima for a germinacao
nas referéncias e nas seed balls, maior serd a adequacdo das seed balls a germinacdo.
Como tal, para um mesmo regime hidrico, foi calculada a percentagem de semelhanca
entre a germinagao registada em cada classe de percentagem de argila negra das seed
balls e a respetiva referéncia, para cada espécie. Tratando-se de dados bivariados, e
sendo o objectivo comparar quantitativamente a percentagem de germinacao nas seed
balls e nas referéncias para cada espécie, ndo foi possivel a utilizagdo dos vulgarmente
utilizados coeficientes de semelhanca para dados multivariados, pelo que a
percentagem de semelhanga foi calculada de acordo com a féormula Semelhangawi =
(PGSBwi/PGRw)/Maximo(PGSB.i/PGRwi) X100, onde PGSBy,; é a percentagem média de
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germinacgao obtida nas seed balls para o regime hidrico w e percentagem de argila negra
i, enquanto PGR,, é a percentagem média de germinacdo registada nas referéncias para
as mesmas condigdes hidricas. Os valores variam entre 0 e 100 e sdo tanto mais elevados
guanto maior for a semelhancga entre a percentagem de germinagdo nas referéncias e
em seed balls.

Os valores de semelhanca calculados foram analisados graficamente com base em 3
classes de semelhanca estabelecidas: baixa — [0-25%], intermédia — ]25-50%] e elevada
— [50-100%], para se comparar o padrdo de germinagdo das diferentes espécies nas
possiveis combinacdes de argila negra e regime hidrico, utilizando o Coeficiente de
Concordancia de Kendall e, simultaneamente, avaliar a concordancia no padrdo de
germinacdo entre espécies com dimensdes de semente mais aproximadas: pequenas (A.
castellana e M. suaveolens), médias (B. distachyon e M. salmantica), grandes (B.
bituminosa e C. humilis).

Para avaliar a possibilidade de um efeito conjunto da percentagem de argila negra,
do regime hidrico e da classe de volume das sementes (fatores) na germinagdo em seed
balls, independentemente da espécie (varidvel dependente), realizou-se uma ANOVA
factorial. Foram testados os efeitos de cada varidvel independente, assim como o efeito
conjunto das mesmas, considerando as combinac¢des possiveis, i.e., se o efeito de uma
varidvel independente é o mesmo em todos os niveis das outras varidveis
independentes.

2.4.3. Selecdo da percentagem de argila negra mais adequada ao sucesso

germinativo em seed balls

A metodologia CART (Classification and Regression Trees) (Breiman et al., 1984) foi
utilizada para escolher a melhor percentagem de argila negra a utilizar em seed balls
(varidvel dependente), em fun¢do das varidveis decisdrias (independentes) classe de
dimensao das sementes, tipo de regime hidrico e sucesso da germinac¢do. O sucesso da
germinacdo foi quantificado com base na combinacdo de informacdo quer da
percentagem de germinacdo nas seed balls, quer da semelhanca da germinacdo entre
estas e as referéncias. De facto, a germinacdo em seed balls pode ser baixa, mas se esse
for o valor esperado para a espécie, ficara expresso por uma elevada semelhanga com
as referéncias. Neste caso, o sucesso germinativo foi alcancado, ndo se esperando uma
melhor combinacdo destes valores.

Para o cdlculo do sucesso germinativo, tanto a percentagem de germinacdo nas seed
balls como a sua semelhanca com as referéncias foram transformadas em classes, as
quais foram atribuidas pontuag¢des (Tabela 3). O valor final resultou do produto entre as
pontuacdes anteriores, atribuidas a cada seed ball, e foi expresso em 4 classes (Tabela
3).
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Tabela 3. Classes estabelecidas e pontuagdes atribuidas a percentagem de germinagdo e semelhanga de germinagdo
entre seed balls e referéncias, para o calculo do sucesso de germinagdo

Variaveis Classes Pontuagdo
0% 0
Percentagem de 0% a 5% 1
germinagdo nas seed balls
(PG) 5% a 10% 2
Superior a 10% 3
inferior ou igual a 25% 1

Semelhanga de
germinagdo entre seed 25% a 50% 2
balls e referéncias (SG)

Superior ou igual a 50% 3
Nulo 0
N Baixo 1
Sucesso de germinagdo
e sl Médio 2a4
Elevado 6a9

Com este método, foi possivel produzir um esquema explicativo (Arvore Deciséria)
para a variavel dependente, considerando a sua possivel relacdo com as variaveis
independentes. Na construcdo da Arvore, o conjunto de dados é submetido a uma
divisdo binaria, de modo que os dados dentro de cada subconjunto sejam mais
homogéneos do que no conjunto precedente. Este método recorre a um processo
recursivo, no qual cada subconjunto de dados é sucessivamente subdividido, até que o
critério da homogeneidade tenha sido alcancado, ou até que um outro critério de
paragem seja satisfeito. Este método suporta dados categdricos e métricos, sem
necessidade de transformacao.
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3. Resultados

A semelhanca da seccdo da metodologia, optou-se por estruturar a presente seccio
em subsecc¢des consoante a tipologia de ensaio.

3.1. Avaliagao do ensaio de germinagao para determinag¢ao da viabilidade das
sementes

As percentagens de viabilidade apresentadas abaixo foram obtidas em camara de
germinagao, em condigdes controladas, tal como descrito anteriormente na
Metodologia. Os lotes de sementes das espécies em estudo apresentaram uma
percentagem de viabilidade superior a 80% (Figura 9), com excepc¢do de Cynara humilis
gue apresentou uma percentagem superior a 70%. Em média apresentaram uma
viabilidade de 87% com Brachypodium distachyon a apresentar a percentagem de
viabilidade mais elevada (98%), enquanto que a C. humilis apresentou a mais baixa
(73%).
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Figura 9. Percentagem de viabilidade (ponto: média; caixa: média * erro-padrdo; bigodes: média + desvio-padréo).
Os acronimos usados significam: Ag — Agrostis castellana; Ment — Mentha suaveolens; Brach — Brachypodium
distachyon; Mant — Mantisalca salmantica; Bit — Bituminaria bituminosa; Cyn — Cynara humilis. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (P<0,05) entre a percentagem de viabilidade das espécies.
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3.2. Avalia¢ao do ensaio de germina¢ao em seed balls

3.2.1. Avalia¢ao da germinagdao em seed balls por espécie

Independentemente da percentagem de argila negra e do regime hidrico, todas as
espécies apresentaram percentagens de germinacao significativamente (P<0,001) mais
elevadas nas referéncias do que nas seed balls (Figura 10). Nas referéncias as taxas de
germinacao estdao compreendidas entre 9% e 82% e nas seed balls entre 0% e 17%.

Avaliando as espécies individualmente, verificou-se que B. distachyon e C. humilis
foram as espécies com maior taxa de germinagdo, tanto nas referéncias (82% e 46%,
respetivamente) como nas seed balls (12% e 17%, respetivamente). Por outro lado, A.
castellana e M. salmantica também obtiveram das maiores taxas de germinacdao nas
referéncias (50% e 36%, respetivamente), mas nas seed balls a taxa de germinacdo foi
baixa (aproximadamente 1% para ambas as espécies).

120
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Figura 10. Percentagem de germinagdo (média + desvio-padrdo) nas referéncias e nas seed balls. Os acrénimos usados
significam: Ag — Agrostis castellana; Ment — Mentha suaveolens; Brach — Brachypodium distachyon; Mant —
Mantisalca salmantica; Bit— Bituminaria bituminosa; Cyn — Cynara humilis. Diferenga estatistica entre a % germinagdo
em situagdes de referéncia e em seed balls. *** P<0,001.
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Em relacdo ao tempo médio de germinacgdo (Figura 11), observou-se que as espécies
em analise (com excepcdo da M. suaveolens) apresentaram um valor de TMG
significativamente menor nas situacdes de referéncia (entre 12 e 27 dias) quando
comparadas com as seed balls (entre 25 e 33 dias).
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Figura 11. Tempo médio de germinagdo (TMG; média * desvio-padrdo) nas referéncias e nas seed balls.
Os acronimos usados significam: Ag — Agrostis castellana; Ment — Mentha suaveolens; Brach — Brachypodium
distachyon; Mant — Mantisalca salmantica; Bit — Bituminaria bituminosa; Cyn — Cynara humilis. Diferencga estatistica
entre a % germinagdo em situacGes de referéncia e seed balls: * P<0,05; ** 0,001<P<0,01; *** P<0,001. A auséncia
de * significa que ndo existem diferencas significativas entre o tempo médio de germinagdo nas referéncias e nas
seed balls para essa espécie.

Nas referéncias verificou-se que as seis espécies em estudo germinaram em todos
os regimes hidricos (Tabela 4 e Figura 12). Brachypodium distachyon foi a espécie que
apresentou taxas de germinacdo mais elevadas nos trés regimes hidricos (entre 73% e
89%), enquanto que as espécies com taxas de germinagdao mais baixas foram B.
bituminosa no regime humido (7%) e M. suaveolens nos regimes intermédio e seco (3%
e 9%, respetivamente). Apenas se verificaram diferencas significativas (P<0,05) entre a
percentagem de germinacdo no regime seco e no regime humido de M. suaveolens e de
M. salmantica.
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Tabela 4. Germinagdo média das espécies nas referéncias (média  desvio-padrao) por regime hidrico (humido,
intermédio e seco). Os acronimos usados significam: RH - Regime hidrico; H — Himido; | — Intermédio; S — Seco.

Espécie Referéncia R Espécie Referéncia R Espécie Referéncia
(Média + DP) H (Média+DP) H (Média + DP)
A. castellana 54,25 + 26,14 A. castellana 50,10 +32,62 A. castellana 44,55 + 14,23
M. suaveolens 16,21 +15,15 M. suaveolens 8,93 +22,74 M. suaveolens 2,66 +7,01
B. distachyon 72,87 +28,82 ! B. distachyon 89,46 +10,61 S B. distachyon 84,16 +10,49
M. salmantica 25,28 +31,25 M. salmantica 36,35 +17,58 M. salmantica 46,60 + 15,55
B. bituminosa 7,37 +11,74 B. bituminosa 12,28 +12,28 B. bituminosa 8,56 +9,77
C. humilis 38,34 +28,62 C. humilis 49,15 +22,85 C. humilis 49,17 + 10,69

Quando analisada a taxa de germinacao em seed balls, sem considerar as classes de
argila, verificou-se que as espécies em estudo ndao obtiveram percentagens de
germinacdo significativamente diferentes nos diferentes regimes hidricos testados
(Figura 12), exceptuando Brachypodium distachyon e Cynara humilis. Verificou-se que
B. distachyon germinou significativamente menos com o regime humido, enquanto que
C. humilis germinou mais nos regimes com maior humidade (regime hiumido e regime
intermédio). Brachypodium distachyon e C. humilis foram as espécies que apresentaram
percentagens de germinacdo mais elevadas (superiores a 20%), em particular no regime
intermédio.

Considerando as seed balls agrupadas por classes de volume da semente (pequenas,
médias e grandes) verificou-se que, na maior parte dos grupos, o comportamento da
germinacdo face ao regime hidrico foi idéntico entre as espécies com dimensdo de
semente idéntica (Figura 12). As seed balls das espécies de sementes de pequena
dimensdo (A. castellana e M. suaveolens) apenas germinaram em regime himido. As
espécies com sementes de dimensdo média (B. distachyon e M. salmantica)
apresentaram uma taxa de germinagao baixa ou nula no regime humido. Estas espécies,
apesar de ndo se verificarem diferencas significativas, apresentaram valores de
germinacao superiores no regime intermédio. As seed balls das espécies de sementes
de dimensdo grande (B. bituminosa e C. humilis) tiveram um comportamento distinto
entre elas, em que B. bituminosa apresentou uma percentagem de germinacao
e 2%,
enquanto que C. humilis apresentou uma percentagem de

significativamente mais elevada nos regimes seco e intermédio (1%
respectivamente),
germinacgao significativamente menor no regime seco (4%) do que nos outros regimes

(23%) (Figura 12).
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Figura 12. Percentagem de germinagdo (ponto: média; caixa: médiaterro-padrdo; bigodes: médiatdesvio-padrdo)
considerando apenas as classes de regime hidrico (seco, intermédio e humido) nas referéncias e nas seed balls. Os
acronimos usados significam: Ag —Agrostis castellana; Ment — Mentha suaveolens; Brach —Brachypodium distachyon;
Mant — Mantisalca salmantica; Bit — Bituminaria bituminosa; Cyn — Cynara humilis. Letras diferentes indicam
diferengas significativas (P<0,05) nas percentagens de germinagdo entre os diferentes regimes hidricos. As letras

maiusculas e minusculas indicam as diferengas significativas em seed balls e nas referéncias, respectivamente.
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Excluindo a influéncia do regime hidrico, todas as espécies apresentaram
diferencas significativas entre percentagens de germinacdo nas diferentes classes de
argila (p<0,05), excepto A. castellana e M. suaveolens (Figura 13). Trés espécies
germinaram em todas as classes de argila testadas (B. distachyon, M. salmantica e C.
humilis) e B. bituminosa apenas ndo germinou na classe 100% de argila negra. Das duas
espécies restantes, A. castellana e M. suaveolens, a primeira germinou apenas com 25%
e com 50% de argila e a segunda apenas com 25% de argila. As espécies que germinaram
mais foram B. distachyon e C. humilis, sendo que B. distachyon germinou mais em seed
balls com 25% e 50% de argila (18% e 13%, respectivamente), enquanto que C. humilis
germinou menos com 25% de argila (6%).

Agrostis castellana Mentha suaveolens
60 60

50 50
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30 30

20 20
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25 50 75 100 B 25 50 75 100
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Figura 13. Percentagem de germinagdo (ponto: média; caixa: média + erro-padrdo; bigodes: média + desvio-padrdo)
considerando apenas as classes de percentagens de argila negra (25%, 50%, 75% e 100%) nas seed balls. Os acrénimos
usados significam: Ag — Agrostis castellana; Ment — Mentha suaveolens; Brach — Brachypodium distachyon; Mant —
Mantisalca salmantica; Bit — Bituminaria bituminosa; Cyn — Cynara humilis. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre percentagem de germinagdo entre as diferentes percentagens de argila negra.
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Nas seed balls, e considerando a combinacdo entre os regimes hidricos e as
percentagens de argila negra, verificou-se que nem todas as espécies germinaram em
todas as combinacbes de regime hidrico e percentagem de argila testadas.
Brachypodium distachyon e C. humilis foram as espécies com percentagens de
germinacdo mais elevadas (26% e 45%, respetivamente), considerando todas as
combinag¢Ges de regime hidrico e percentagem de argila negra (Tabela 5).

Cynara humilis obteve maiores taxas de germinacao para as classes de argila negra
de 50% no regime hidrico humido e de 100% no regime intermédio (42% e 45%,
respetivamente). Por sua vez, B. distachyon obteve as taxas de germinacdo mais
elevadas com argila negra a 25% e 50% nos regimes hidricos intermédio (26 e 23% de
germinagao, respetivamente) e seco (21% e 11% de germinagdo, respetivamente).

Tabela 5. Germinagdo das espécies (média + desvio-padrdo) nas seed balls de acordo com o regime hidrico (himido,
intermédio e seco) e percentagem de argila negra (25%, 50%, 75% e 100%). Os acronimos usados significam: H —
regime humido, | — regime intermédio e S — regime seco; 100, 75, 50 e 25 corresponde as percentagens de argila
negra utilizada para a elaboragado das seed balls.

Germinagao Germinagao Germinagao
Espécie Grupo (Média + DP) Grupo (Média + DP) Grupo (Média + DP)
A. castellana 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
M. suaveolens 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
B. distachyon 0,00 +0,00 21,57 +33,20 3,63 +6,57
M. salmantica H100 0,00 + 0,00 1100 0,00 + 0,00 S100 0,00 + 0,00
B. bituminosa 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
C. humilis 4,50 + 11,10 44,92 +27,00 3,02 +5,85
A. castellana 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
M. suaveolens 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
B. distachyon 3,61+12,51 20,39 +30,95 3,62 +6,54
M. salmantica H75 0,00 + 0,00 175 2,47 +5,76 S75 0,00 + 0,00
B. bituminosa 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,85 + 4,60
C. humilis 34,90 +32,93 25,78 +22,94 3,87 +4,79
A. castellana 1,37 +4,73 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
M. suaveolens 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
B. distachyon 3,63 +6,57 22,85 +25,62 11,44 +11,68
M. salmantica H50 0,00 +0,00 150 0,00 + 0,00 S50 0,00 + 0,00
B. bituminosa 0,00 + 0,00 4,90 + 11,45 1,23 +4,25
C. humilis 42,02 +36,28 15,93 +20,61 5,72 + 10,17
A. castellana 5,40 + 10,50 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
M. suaveolens 1,38 +4,78 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
B. distachyon H25 7,23 +16,84 125 26,37 +33,91 S25 20,45+ 12,96
M. salmantica 0,00 +0,00 7,88 + 15,66 2,53 +8,77
B. bituminosa 0,00 + 0,00 2,47 +5,76 1,85 +3,35
C. humilis 11,28 +21,65 6,05 + 11,70 1,55 + 3,62
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Na germinacdao das seed balls verificou-se que as espécies apresentam,
tendencialmente, um padrdo de semelhanca de germinacgdo entre referéncias e seed
balls para a mesma classe de dimensdo de semente (Tabela 6). Espécies com sementes
pequenas (A. castellana e M. suaveolens) e médias (B. distachyon e M. salmantica)
apresentaram o maximo de semelhanca de germinacdo entre seed balls e referéncias
com 25% de argila em todos os regimes hidricos onde ocorreu germinagao. As espécies
com sementes de grande dimensdo (B. bituminosa e C. humilis) apresentaram uma
maior variabilidade no padrdo de germinacdo, porém observa-se uma tendéncia para a
maior semelhanga de germinacgdo entre seed balls e referéncias ocorrer com 50-75% de
argila negra.

Tabela 6. Diferenca padronizada (semelhanga) entre a percentagem de germinag¢do média das espécies testadas nas
referéncias e nas seed balls, utilizando diferentes percentagens de argila negra (25%, 50%, 75% e 100%) e nos varios
regimes hidricos (humido, intermédio e seco). O grau de semelhanga esta classificado em elevado (250; a cinzento
escuro), intermédio (>25 - <50; a cinzento) e baixo (<25; a branco).

Agrostis castellana
Mentha suaveolens

Brachypodium distachyon

Mantisalca salmantica

Bituminaria bituminosa 43

Cynara humilis 42 28 Semelhanga
100 75 50 25 75 50 25 75 50 25 [ etevado

Regime himido Regime médio Regime seco Média

Baixa

Percentagem de argila negra

3.3. Avaliacao da germinagao em seed balls por volume de semente

Considerando o agrupamento das espécies por classe de dimensao, verificou-se que as
varidveis em estudo (regime hidrico, percentagem de argila negra e dimensdo da
semente) influenciam a germinacdo das sementes nas seed balls (Figura 14). Verificou-
se que, quando avaliada individualmente, a percentagem de argila ndo teve um efeito
significativo na germinagao, enquanto que as varidveis regime hidrico e dimensao da
semente influenciaram, por si s, a taxa de germinacdo das sementes nas seed balls.
Quando se avaliaram as varidveis combinadas observou-se que todas as combinac&es
testadas influenciaram a taxa de germinacdo. A dimensdo da semente e o regime
hidrico, bem como a combina¢do dos dois efeitos, foram as varidveis que mais
influenciaram a taxa de germinac¢do das sementes nas seed balls (P<0,001).
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Quando analisadas as taxas de germinacdo nas seed balls, considerando as espécies
agrupadas por classe de dimensdo, verificou-se que as sementes de dimensdo pequena
apresentaram baixos valores de germinacdo. Para esta classe de dimensdo de sementes
os valores mais elevados (3%) verificaram-se no regime himido e nas seed balls com 25%
de argila negra (Figura 13).

Efeito df F P
Regime 2 12,722 0,000
Argila 3 0,562 0,640
Semente 2 28,447 0,000
Regime*Argila 6 2474 0,022
Regime*Semente 4 8,655 0,000
Argila*Semente 6 3,794 0,001

Regime*Argila*Semente 12 2,077 0,016

Regime/Semente/% Argila
30 T T T T T T T T T

15 | . . ._

10 3

% Germinac¢do em seed balls

-5 . s . . s . . . . . . s
25 50 75 100 25 50 75 100 25 50 75 100
Argila negra (%) Argila negra (%) Argila negra (%)

—#— Hamido
Intermédio
Sementes pequenas Sementes médias Sementes grandes —#— Seco

Figura 14. Efeito das varidveis em estudo (regime hidrico, percentagem de argila negra e dimensdo da semente) na
percentagem de germinagdo em seed balls considerando as espécies agrupadas por classe de dimensdo de semente
(pequenas, médias e grandes).

Relativamente as sementes de dimensdao média, a taxa de germinacdo foi mais
elevada no regime intermédio e nas seed balls com 25% de argila negra (17%), enquanto
gue os valores menores se verificaram no regime humido.

Nas sementes de dimensdo grande, foi no regime humido que se obteve uma taxa
de germinacdo mais elevada para as seed balls com 50% e 75% de argila negra (21% e
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17%, respetivamente). Os valores de germinagdao mais elevados — em termos relativos e
em termos absolutos — foram obtidos nas seed balls com 100% de argila negra e
sementes de grande dimensao, sob regime intermédio (22%). O regime seco foi oregime
hidrico onde se verificaram os menores valores de germinagado para sementes grandes,
independentemente da percentagem de argila negra das seed balls.

3.4. Arvore deciséria

Considerando que o sucesso de germinacao pode ser influenciado pela percentagem
de germinacdao e da semelhanca de germinacao entre seed balls e as situacdes de
referéncia, estabeleceu-se a drvore decisdria da Figura 15. Globalmente e, estando em
concordancia com os resultados anteriores, verificou-se que espécies de pequena e
média dimens3ao tém maior sucesso de germinagao em seed balls com 25% de argila
negra independentemente do regime hidrico, enquanto que espécies com sementes de
grande dimensdo tém um maior sucesso de germinacdo com 50—-75% de argila negra e
germinaram mais em regimes mais humidos.
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Figura 15. Arvore decisdria tendo em conta o sucesso germinativo das espécies em seed balls. As percentagens dizem respeito a percentagem de seed balls correspondente a cada uma das

categorias da arvore decisoria.
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4. Discussao

4.1. Avaliagao da viabilidade dos lotes

A percentagem que se obteve para a viabilidade dos seis lotes de sementes utilizados
foi sempre superior a 70%, verificando-se que as sementes se encontram em bom
estado de conservacdo e em condi¢Ges de serem usados no presente estudo. Esta
avaliacdo mostra também que o tempo de armazenamento dos lotes ndo afectou,
substancialmente, a viabilidade das sementes, tendo a espécie (Cynara humilis) com
menor percentagem de viabilidade sujeita a menor tempo de armazenamento.

Ainda assim, as diferencas de viabilidade registadas entre lotes poderiam influenciar
a germinacdo. Como tal, de forma anular o hipotético efeito deste factor nos resultados
obtidos posteriormente, foi aplicado um factor de viabilidade aos resultados de
germinacdo em seed balls e referéncias.

4.2. Avaliagdo global da germinagao em seed ball e nas referéncias

Globalmente as espécies germinaram melhor e mais rapidamente nas referéncias tal
como esperado, visto que ja foi verificado em estudos anteriores a existéncia de
limitacdes quando sdo usadas sementes peletizadas ao invés de sementes nuas (e.g.
Franzin et al., 2004; Pires et al., 2004). E de referir que o tempo médio de germinagéo
ndo pode ser interpretado individualmente, visto que o facto de uma espécie germinar
rapidamente nao reflete diretamente a sua taxa de germinacdao. Por exemplo, M.
suaveolens demorou aproximadamente o mesmo tempo a germinar nas referéncias e
nas seed balls, mas a germinacao obtida nas seed balls foi muito inferior, enfatizando,
nesta situacdo, a importancia da taxa de germinagdao face ao tempo médio de
germinacdao. Como tal, o tempo médio de germinacdo foi apenas analisado de uma
forma global e ndo em detalhe.

Segundo Nascimento et al. (2009), estas limitacbes na rapidez de germinacdo
acontecem porque as caracteristicas fisicas do pellet provocam geralmente um atraso
na germinacdo das espécies. Além disso, a textura do substrato de germinacdo
desempenha um papel fundamental na germinagado das sementes (Benvenuti, 2003) e
as caracteristicas fisicas da argila acabam por funcionar como uma barreira mais dificil
de vencer do que o substrato usado nas referéncias, que ndo apresenta uma estrutura
definida.

A argila é um material que pode dificultar a germinacdo das sementes,
comparativamente ao que sucede nas referéncias constituidas por um substrato de
textura mais arenosa, pelo que, de uma forma geral, solos argilosos, os quais se podem
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comparar as seed balls, tendem a compactar, dificultando a germinacgao, por oferecerem
maior resisténcia mecanica a mesma. No entanto, a argila oferece algumas vantagens
por comparagdo com substratos de textura arenosa, na medida em que possui melhor
capacidade de retencdo de dgua devido a maior area superficial das particulas e maior
capacidade de troca catidnica (Scalon et al., 2003; Bocchese et al., 2008). Portanto, o
uso de argila no fabrico de seed balls tem potencial para ser um bom substrato para a
germinacgao das sementes.

Assim sendo, o uso de um substrato rico em argila, apesar de poder constituir um
obstaculo fisico a germinacdo das sementes, pode, simultaneamente, apresentar
vantagens na germinac¢do dada a sua maior capacidade de reter agua. Esta capacidade
de retengdo de dgua associada a um elevado teor de matéria organica (como é o caso
da argila negra usada neste estudo), confere a este substrato um elevado potencial de

utilizagdo para este fim.

4.3. Avaliagao da germinagao considerando as variaveis em estudo

As varidveis em estudo —regime hidrico, volume da semente e percentagem de argila
negra—tém diferentes influéncias na percentagem de germinacao (Figura 14). Verificou-
se que, individualmente, a percentagem de argila negra ndo influencia
significativamente a percentagem de germinagao, no entanto a influéncia desta varidvel
é significativa quando combinada com as demais. Isto significa que ao intervencionar-se
uma determinada zona no sentido de se proceder ao seu restauro ecoldgico utilizando
seed balls, tem que se ter obrigatoriamente em conta as caracteristicas climaticas da
zona e as caracteristicas das espécies (particularmente das suas sementes) que se
pretende promover. Como tal, sé depois de conhecidos pelo menos um destes factores
se consegue avaliar criteriosamente a melhor percentagem de argila a utilizar no fabrico
de seed balls.

4.3.1. Regime hidrico e volume das sementes

O regime hidrico, por si sé, influencia a percentagem de germinacao das sementes
nas seed balls e, de forma global, houve uma maior germinacao em regimes com maior
guantidade de 4gua. Isso deve-se, muito provavelmente, ao facto da seed ball constituir
uma barreira fisica entre a dgua e a semente, sendo necessaria uma maior quantidade
de dgua (ou maior regularidade de precipitacdo) para que a dgua seja absorvida pela
seed ball e fique disponivel para a semente.

Foi possivel analisar conjuntamente o comportamento das espécies com sementes
pequenas, visto que tanto A. castellana como M. suaveolens apresentaram um
comportamento muito semelhante face ao regime hidrico e percentagem de argila
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negra, bem como devido a semelhanga maxima entre a percentagem de germinacgao
média nas seed balls e nas referéncias ocorrer para as mesmas condi¢des (regime
hdmido, 25% de argila negra).

Agrostis castellana e M. suaveolens germinaram apenas em regime humido, o que,
provavelmente, estd relacionado com a capacidade de absorcio de agua pelas
sementes, visto se tratarem de espécies com sementes de reduzida dimensdo. Como tal,
podera ser necessaria uma maior quantidade de agua até que esta fique acessivel a
semente e seja absorvida, desencadeando a germinacdo. Isto porque um factor
limitante para sementes mais pequenas é a profundidade a que estas se encontram no
solo, neste caso na seed ball. Uma vez que a dimensao das seed balls foi semelhante
para todas as sementes utilizadas e o nimero de sementes em cada seed ball também
foi o mesmo, a distancia entre a localizacdo das sementes e o exterior, isto &, a
profundidade a que se encontram, é, tendencialmente, maior para sementes mais
pequenas que para sementes maiores, o que influencia a germinagdo, por alterar os
factores ambientais que determinam a germinacdo (luz, oxigénio, temperatura e
humidade) ou pela dificuldade de acesso do hipocétilo a superficie (Traba et al., 2004).
Grundy et al. (2003) afirma também que sementes pequenas tém menos probabilidade
de emergéncia se germinarem de camadas mais profundas.

Assim sendo, sementes pequenas parecem necessitar de uma maior quantidade de
agua para que esta consiga embeber a seed ball ao ponto de permitir a germinagao das
mesmas. Tendo em conta o contexto climatico no qual nos encontramos, onde a
tendéncia é para uma diminuicdo da precipitacdo anual resultando em anos mais secos
(de Lima et al., 2013), é importante integrar esta informac¢do no fabrico de seed balls
para sementes pequenas.

Nesse sentido, uma possivel solu¢do para o caso de sementes pequenas seria adaptar
o tamanho das seed balls para um tamanho menor de forma a diminuir a profundidade
a que estas se encontram. Caso contrario, serd necessario que a seed ball seja desfeita,
por exemplo pela ac¢do da agua (precipitacdo), para que as sementes figuem mais a
superficie e lhes seja possivel germinarem. Outra possibilidade de resolucdo deste
problema seria manter o tamanho da seed ball, mas aumentar o nimero de sementes.
Desse modo, sempre haveria algumas sementes que, por ficarem mais a superficie,
germinariam primeiro, provocando fracturas nas seed balls que permitiriam que a agua
infiltrasse a maior profundidade chegando as sementes situadas na zona central da seed
ball.

Brachypodium distachyon germinou significativamente menos no regime himido e
M. salmantica, embora sem diferencas significativas, ndo germinou neste regime. A
dimensdo das suas sementes permite provavelmente uma mais facil absorcdo de agua,
ndao sendo necessdrio quantidades t3o elevadas como no caso de sementes mais
pequenas.
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As sementes de dimensao média foram também analisadas em conjunto, visto que
as duas espécies, B. distachyon e M. salmantica, apresentaram um padrdo de
comportamento semelhante ao longo do estudo. A semelhancga entre a percentagem de
germinac¢ao média nas seed balls e nas referéncias apresentou maior variabilidade entre
cada uma destas espécies (Tabela 6) do que a verificada para as sementes pequenas. Essa
variabilidade deve-se, essencialmente, ao facto de M. salmantica ter germinado muito
pouco, no entanto o maximo de semelhanca foi coincidente entre as duas espécies
(regime intermédio — 25%, regime himido — 25%).

Além disso, a amplitude de volume para cada classe de volume de sementes contribui
também para explicar a maior variabilidade de resposta observada no grupo das
sementes médias visto que a amplitude de volume das sementes médias ([1,52 —11,87]
mm?3) é maior que a amplitude de volume das sementes pequenas (< 0,02 mm3).

Outro factor a ter em consideragdo é a morfologia da semente. Segundo Grundy et
al. (2003) o peso da semente fornece uma indicacdo dos recursos da semente, enquanto
gue a forma da semente esta relacionada com a area de superficie em contacto com o
ambiente externo, sendo que cada um destes factores provavelmente influenciara a
resposta da semente a profundidade de uma maneira diferente. Liu et al. (2007)
concluiu no seu estudo que sementes alongadas ou achatadas tiveram maiores
percentagens de germinac¢do que sementes com outras formas. Como tal, no caso de B.
distachyon, a morfologia das suas sementes pode ter contribuido para que esta espécie
tenha apresentado maiores percentagens de germinacao relativamente a M.
salmantica.

No caso de B. bituminosa e C. humilis, também foi possivel fazer a analise conjunta
da germinacdao dado o padrdo de semelhancas entre a percentagem de germinacao
média nas seed balls e nas referéncias ter coincidéncias no regime intermédio e no
regime seco. No regime humido, as semelhancas ndao foram coincidentes entre as duas
espécies, no entanto, B. bituminosa nao germinou neste regime, ndo sendo possivel a
avaliacdo de semelhancas neste regime. Além disso, assim como nas sementes médias,
a amplitude de volume das sementes grandes ([20,59 — 85,09] mm3) é grande, o que
podera justificar uma maior diversidade de resultados.

Embora as diferencas ndao sejam significativas, B. bituminosa ndo germinou em
regime humido, contrariamente a C. humilis, que germinou claramente melhor com
maior quantidade de dgua. Nas referéncias ndo se verificaram diferencas de germinacgao
entre os varios regimes hidricos. Dada a dimensao da semente, o acesso a agua dentro
da seed ball também nao seria um factor muito limitante, pelo que a germinacdo de C.
humilis nas seed balls tem de ser, necessariamente, justificada por outros factores,
nomeadamente uma combinacdo entre o regime hidrico e percentagem de argila.

De uma forma global, os regimes hidricos mais humidos apresentaram, como seria
expectdvel, maiores percentagens de germinagdo. No entanto, de acordo com este
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estudo, as seed balls podem e devem ser consideradas também para regimes mais
secos, por varios motivos. Desde logo, apesar de o nimero de espécies considerado para
este estudo ter sido pequeno, ficou demonstrado que algumas dessas espécies sdo
capazes de germinar em seed balls mesmo com menor disponibilidade hidrica; por outro
lado, uma das mais-valias das seed balls é fornecerem proteccdo as sementes,
principalmente contra predacdo, até que surjam as condi¢des ideais para a sua
germinacdo (Gornish et al., 2019). Uma vez que as sementes tém, por norma, uma
viabilidade consideravel no tempo (Christoffoleti & Caetano 1998), a protecdo das
sementes é efectivamente uma das grandes vantagens desta técnica, nomeadamente
em climas com regime hidrico deficitario e/ou irregular como o mediterranico.

4.3.2. Percentagem de argila e volume das sementes

Em relacdo a percentagem de argila negra, os resultados obtidos neste estudo
parecem ter como influéncia a maior ou menor plasticidade que a seed ball adquire
consoante a menor ou maior percentagem desta argila, respectivamente, e a influéncia
gue esse factor tem na germinagao da semente consoante a sua dimensdo, assim como
a pujancga das suas primeiras folhas.

Das espécies em estudo, apenas C. humilis mostrou uma preferéncia por seed balls
com menor grau de plasticidade (75% e 100% de argila negra). Sementes pequenas e
médias germinam melhor em seed balls mais plasticas (25% e 50% de argila negra),
provavelmente porque essa plasticidade torna a seed ball mais maledvel, permitindo
qgue as plantulas perfurem a seed ball abrindo uma fissura em vez de a quebrar
totalmente (Figura 16), o que exigiria uma maior robustez fisica das primeiras folhas da
plantula.
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Figura 16. Seed ball completamente quebrada pela germinagdo das sementes de Cynara humilis (a esquerda) e seed
ball fissurada pela germinacdo de semente de Brachypodium distachyon (a direita).
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As sementes de menores dimensdes germinaram melhor em regime himido e com
percentagens de argila negra baixas (25% de argila negra). A combinacdo destas duas
“exigéncias” por parte das sementes de menor dimensdo pode estar relacionada com o
facto de a plasticidade da seed ball ser maior quando esta estd mais humida, sendo
necessaria uma baixa quantidade de argila negra e uma elevada quantidade de agua
para que fique suficientemente pldstica para possibilitar a germinagao destas sementes.
Além disso, sementes mais pequenas concentram as suas reservas de energia em
substancias lipidicas e necessitam de uma maior disponibilidade de oxigénio durante a
fase heterotréfica de pré-emergéncia (Benvenuti et al.,, 2001), o que poderd ter
contribuido para a baixa germinacdo em seed balls com elevada percentagem de argila
negra (75% e 100%), visto que as seed balls de argila sdo pouco permedveis ao oxigénio.

No caso de sementes de maiores dimensdes, a robustez das primeiras folhas parece
ter um papel mais importante do que a dimensdo da semente. Apesar de a dimensao
das sementes de C. humilis e B. bituminosa estar no mesmo intervalo, as espécies ndo
se comportaram da mesma forma. Bituminaria bituminosa mostrou preferéncia por
seed balls mais maledveis (25% argila negra) enquanto que C. humilis preferiu seed balls
menos maledveis (75% argila negra). A diferenga existente entre estas duas espécies
reside na robustez do hipocétilo e das primeiras folhas. Enquanto que B. bituminosa
desenvolve plantulas mais débeis e sem forca para quebrar a seed ball, C. humilis
desenvolve plantulas muito mais robustas que possuem maior capacidade para quebrar
as seed balls.

O uso desta argila é importante, ndo sé para a nutri¢ao das plantas que se pretendem
semear, mas também por contribuir para uma economia circular, ja que actualmente
esta argila é um desperdicio da extracdo de argilas para a indUstria das ceramicas.

A economia circular € um conceito promovido actualmente pela Unido Europeia
(Korhonen et al., 2018) e surgiu porque o modelo linear do sistema econdmico moderno
tornou-se insustentdvel (Frosch & Gallopoulos, 1989) e causando sérios danos
ambientais. Contrariamente a reciclagem tradicional, a economia circular enfatiza a
reutilizacdo de produtos, componentes e materiais, remanufactura, renovacao,
reparacdo e actualizacdo, assim como a utilizacdo de energia solar, edlica e biomassa
(Mihelcic et al., 2003; Rashid et al., 2013). Neste sentido, a utilizacdo desta argila negra
pode passar a ser um recurso para integrar na economia circular, no sentido que a sua
utilizacdo para a elaboracdo de seed balls numa Oéptica de restauro de habitats
transforma algo que é considerado desperdicio numa matéria prima.
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4.4. Arvore deciséria

A arvore decisoria apresentada constitui uma ferramenta para a tomada de decisdo
relativamente a utilizacdo das seed balls. Tendo em conta que esta analise foi feita com
base no sucesso germinativo das sementes (o0 que inclui a percentagem de germinagao
e asemelhanca de germinacdo entre seed balls e referéncias), é a analise mais completa;
além disso, é também uma ferramenta muito pratica e util no sentido em que fornece
informacdo directa sobre a percentagem de argila negra mais adequada, consoante o
regime hidrico e/ou a dimensdo da semente que se quer semear. Pode assim servir
eventualmente como um guia de funcionamento pratico fornecido as empresas que
pretendam semear usando seed balls, para restauro ecoldgico de habitats ou para
outros fins.

Na arvore decisdria pode observar-se que a percentagem de argila mais adequada
por classe de dimensdo de semente é a mesma nos varios regimes hidricos analisados.
Isto ocorre, pois a arvore deciséria tem em conta os resultados mais favoraveis de cada
variavel. Assim, uma classe de dimensdo de semente pode ter diferentes sucessos
germinativos entre regimes hidricos, mas, se o sucesso germinativo for mais elevado na
mesma percentagem de argila nos diferentes regimes hidricos, a arvore deciséria
seleciona essa mesma percentagem de argila como a mais adequada.

Este estudo consiste essencialmente numa experiéncia piloto sobre o potencial da
utilizacdo das seed balls em contexto mediterranico. Como tal, o nimero de espécies
utilizadas foi reduzido e, consequentemente, a arvore decisdria constitui um protétipo
de uma ferramenta de conserva¢do. No entanto, a metodologia podera ser replicada
para uma maior diversidade de espécies, assim como diferentes condigGes
experimentais, de forma a se obterem conclusdes mais robustas e, uma arvore deciséria
mais assertiva. Assim, o alargamento desta tipologia de estudo e, principalmente, a
arvore decisdria resultante, constituirao uma ferramenta util a ser fornecida as
empresas que pretendam proceder ao restauro ecolégico de habitats através desta
técnica.
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5. Consideragoes finais

Apesar de os regimes mais humidos terem apresentado, no geral, percentagens de
germinacdao mais elevadas, considera-se que esta técnica de sementeira tem potencial
para funcionar em contexto mediterranico. Isso mesmo ficou demonstrado para
algumas espécies, aparentemente para espécies com sementes de maior dimensdo, que
conseguem germinar nas seed balls em regimes com pouca disponibilidade hidrica. Além
disso, as seed balls fornecem proteccao as sementes, principalmente contra predacao,
até que surjam as condigOes ideais para a germinagdo, possibilitando uma amplitude
temporal maior para que a técnica de restauro funcione.

Um dos objetivos do estudo foi avaliar o potencial de utilizagcdo de argila negra (um
desperdicio da industria da ceramica) no fabrico de seed balls. Verificou-se que, para
sementes de pequena e média dimensdo a percentagem de argila negra a utilizar deve
ser preferencialmente baixa (25%), enquanto que para espécies com sementes maiores
a percentagem de argila negra deve ser média a elevada (50-75%). Como tal, esta argila
negra tem potencial para ser utilizada na elaboracdo das seed balls, ainda que seja
necessario ter-se em conta a dimensdo da semente e as condi¢des climatéricas do local
aintervencionar. Recomendamos investigacdo futura no sentido de se poder maximizar
aincorporacao da argila negra, tendo em conta o elevado teor de matéria organica que
possui, e também no sentido de perceber se e que compostos existem que possam ser
adicionados para beneficiar a germinacao das sementes em seed balls, ou conferir outra
vantagem ao estabelecimento da planta.

Além disso, apesar de ndo se ter avaliado o posterior estabelecimento da planta, a
elevada percentagem de matéria organica existente nesta argila pode constituir uma
mais valia para o desenvolvimento inicial da planta. Isto é particularmente relevante
tendo em conta que mais de metade dos solos portugueses apresentam valores
extremamente baixos de matéria organica, representando uma baixa fertilidade dos
mesmos (Carvalho, 2012). Assim, a utilizacdo deste desperdicio industrial tem potencial
para ser explorado junto do sector de restauro de habitats e podera, apds uma
investigacdo mais alargada, constituir uma oportunidade de desenvolvimento de
negocio no ambito da economia circular.

As seed balls podem e, provavelmente, terdo de ser adaptadas tendo em conta as
caracteristicas das espécies que se pretendem semear. Essa adaptacdao podera ser feita
diminuindo o tamanho da seed ball, no caso de sementes de pequenas dimensdes, ou
através da adicdo de elementos que potenciem ou acelerem o processo de germinacao
das sementes, visto que as seed balls apresentam uma barreira, principalmente fisica,
que outros tipos de sementeira ndo apresentam. No entanto, tendo em conta a
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proteccao que as seed balls fornecem a semente, os baixos custos envolvidos na sua
elaboracdo, a capacidade de serem utilizadas em locais de dificil acesso e a matéria
organica que estas fornecem para o posterior estabelecimento da planta, além do
potencial sugerido neste estudo, considera-se que esta técnica deve ser cientificamente
explorada e desenvolvida a fim de ser aplicada eficazmente em contexto mediterranico.

Salienta-se que a investigacao futura devera ser feita ampliando a experiéncia a uma
maior diversidade de espécies, incluindo herbaceas e arbdreas. No entanto, considera-
se também relevante testar as seed balls em contexto real, ou seja, sem o controle dos
factores ambientais. E também necessario estudar as Gltimas fases do crescimento da
planta, correspondente ao desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da planta, pois
por mais que as sementes germinem, se a planta ndo se conseguir estabelecer e a
polinizacdo ndo ocorrer, o habitat ndo sera restaurado com sucesso.

Em suma, apesar da necessidade de uma investigacdo mais aprofundada, existe
potencial para a utilizacdo desta técnica de sementeira em contexto mediterranico,
assim como existe potencial na reutilizacdo da argila negra enquanto desperdicio
industrial para a elaboracdo das seed balls. No entanto, a maior ou menor eficacia das
seed balls ndo parece ser linear, dependendo da espécie que se pretende semear e das
condicdes climaticas do local que se pretende intervencionar, o que ird requerer uma
adaptacdo das seed balls consoante esses factores.
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O QUESAO SEEDBALLSE
PORQUE UTILIZAR?

7. Anexo | - Protocolo para elaboracdo de seed balls em contexto escolar

COMO VAMOS FAZER?

O QUE ESPERAMOSTER?

O que sdo seed balls?

Também chamadas de bola de
sementes. S3o bolas
constituidas por argila, dgua e
sementes.

Técnica desenvolvida por
Masanobu Fukuoka, um
agricultor e fildsofo
japonés.

Porqué utilizar seed balls?

1. Protegem as sementes de animais (como

fortes;

2. Conseguem-se semear

em zonas dificeis; em locais
com pouco solo disponivel ou
em mau estado;

3. E barato;

4. Permite sensibilizar a
populagdo;

5. Permite criar manchas de
vegetagdo para atrair insectos
polinizadores como as
borboletas.

6. E DIVERTIDO DE FAZER!!!

formigas, ratinhos e passaros), vento e chuvas

Material:

- 60 sementes de Brachypodium distachyon e 60
sementes de Cynara humilis
- 1kgde argilae 0,5 kg de composto organico

- Agua

- Trés tabuleiros

Procedimento:

1. Misturar a argila e o composto organico numa
proporg¢do de 75/50 até ficar homogéneo;

2. Acrescentar dgua até a argila ser molddvel como
plasticina;

3. Fazer bolinhas de aproximadamente 2 cm de
didmetro (mais ou menos a medida de um berlinde
dos maiores);

4. Colocar 4 sementes (de qualquer uma das espécies)
dentro das bolinhas( a maneira mais facil é espalmar a
bolinha como se fosse uma bolacha, colocar 4
sementes no meio e moldar outra vez até refazer a
bolinha);

5. Repetir este procedimento até se esgotarem as
sementes;

6. No total, teremos 30 bolas de sementes feitas com
4 sementes cada;

7. Colocar as bolas de sementes em ou espalhd-las no
exterior;

8. Regar as bolas de sementes 3 vezes por semana
(manté-las com alguma humidade)

CUIDADO
QUE ESTA
PICA!

Braquipodio-de-duas-
espigas (Brachypodium
distachyon)

Alcachofra-brava
(Cynara humilis)

1. Que observes vdrias sementes germinadas
nas seed balls de Brachypodium distachyon e
Cynara humilis!!!

2. Que vas observando a germinagdo das
sementes nas seed balls e o crescimento das
plantas

3. Que registes, da forma como preferires
(escrito e/ou por fotografia) o que vais
observando, como um verdadeiro cientista!

N3o desanimesse
s6 vires as folhas
e ndo vires flores!
Sera uma boa
experiéncia de
qualquer forma!
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Notas
Nome: Turma N2 Ano

¢ Este protocolo foi elaborado no seguimento de um estudo
Data: [/ /

realizado no dmbito de uma dissertacdo de mestrado, sendo que
as espécies escolhidas vao de acordo com o que melhor funcionou.
o o . i 1. Sementes germinadas? Sim Nao

No entanto, como o objectivo principal desta actividade ¢é a
sensibilizagdo para questdes ambientais/ecoldgicas e a interacgdo 2. Quantas sementes germinadas?
com uma técnica de restauro ecoldgico (seed balls), o protocolo
podera ser adaptado aos recursos disponiveis, sendo possivel 3. Espécies germinadas:

alterar as espécies a utilizar.

* As seed balls podem ser usadas no interior (ex: tabuleiro em sala
) 4. O que observas na seed ball?
de aula) ou no exterior (ex: jardim/parque da escola). As espécies

sugeridas sao importantes no ciclo de vida de borboletas e, por

isso, podem favorecer o aparecimento destas caso as seed balls

sejam colocadas no exterior.

¢ Do lado direito encontra-se um exemplo de uma ficha de registo

que pode ser usada para apontar os dados referentes a

germinagao e ao desenvolvimento das plantas nas seed balls, no
Esquemailustrativo ou foto da

entanto, pode ser adaptada consoante o grau de escolaridade. O seed ball

ideal é que cada um faga o registo de pelo menos uma seed ball

nos dias de rega.
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