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RESUMO

O setor horticola em Portugal possui grande importancia econdmica, sendo a alface um dos principais
horticolas cultivados. A Unido Europeia apresenta metas ambiciosas para a redugdo da aplicagdo de
produtos fitofarmacéuticos e de adubos de sintese até 2030, com o intuito de tornar a sua agricultura
mais sustentavel. Neste contexto, o presente estudo procurou avaliar os efeitos da aplicagdo de um
complexo de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (4zotobacter spp. e Azospirillum spp.) e
de um adubo organico azotado na produtividade da cultura da alface produzida em ar livre, bem como

nas propriedades quimicas e bioldgicas do solo.

O ensaio foi realizado em ar livre, numa exploracao agricola, durante duas plantagdes sucessivas.
Definiram-se quatro modalidades experimentais, comparando a aplicacdo de rizobactérias e adubo
organico de forma isolada e combinada e o controlo sem aplicagdo. Foram recolhidas amostras de solo
ao longo das duas plantagdes para avaliagdo da atividade da enzima desidrogenase ¢ para a realizagdo
de plaqueamento e posterior contagem de bactérias e fungos. Analisaram-se os principais indicadores
quimicos do solo para trés das amostras recolhidas. Foram também colhidas e pesadas alfaces em cada

uma das plantagdes para estimar a produtividade.

Os resultados indicaram que a aplicacgdo isolada de adubo orgénico originou um aumento significativo
de produtividade comparativamente a modalidade de controlo, em ambas as plantacdes. No primeiro
ensaio, a produtividade foi de 57,1 t/ha, 9% superior ao controlo, e no segundo, 60,4 t’ha, 16% superior.

Nao se conseguiu estabelecer nenhum efeito das rizobactérias na produtividade da alface.

A atividade biologica do solo apresentou grandes variagdes ao longo do tempo e entre modalidades. O
resultado mais evidente ocorreu no plaqueamento de bactérias, com 25 458 colodnias contabilizadas ao
longo de todo o ensaio na modalidade com adubo organico. Ndo se registou influéncia direta das

rizobactérias.

PALAVRAS-CHAVE: Adubo organico azotado, Azospirillum, Azotobacter, Lactuca

sativa, Produtividade.
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ABSTRACT

The horticultural sector in Portugal holds significant economic importance, with lettuce being one of the
most widely cultivated crops. The European Union has set ambitious targets to reduce the use of
pesticides and synthetic fertilizers by 2030, aiming to make European agriculture more sustainable.

In this context the present study aims to evaluate the effects of applying a complex of plant growth-
promoting rhizobacteria (Azotobacter spp. and Azospirillum spp.) and an organic nitrogen fertilizer on
the productivity of lettuce crops grown in open field, as well as on the chemical and biological properties

of the soil.

The trial was conducted under open field conditions on a commercial farm during two successive
planting cycles. Four experimental treatments were established, comparing the isolated and combined
application of rhizobacteria and organic fertilizer with a control group, without application. Soil samples
were collected throughout both planting cycles to assess dehydrogenase enzyme activity and to perform
plating and subsequent bacterial and fungal colony counts. The main soil chemical indicators were also
analysed for three of the collected soil samples. Lettuce plants were harvested and weighed for each

planting cycle to estimate productivity.

The results showed that the isolated application of organic fertilizer led to a significant increase in
productivity compared to the control in both planting cycles. In the first trial, productivity reached 57.1
t/ha, 9% higher than the control, and in the second, 60.4 t/ha, 16% higher. No clear effect of rhizobacteria

on lettuce productivity was established.

Soil biological activity exhibited considerable variation over time and between treatments. The most
notable outcome was observed in bacterial plating, with 25,458 colonies counted throughout the trial in

the organic fertilizer treatment. No direct influence of rhizobacteria was detected.

KEYWORDS: Azotobacter, Azospirillum, Lactuca sativa, Organic fertilizer, Productivity.
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1. Introducao

O setor horticola apresenta elevada importancia em Portugal. Em 2022 foi produzido um total de 1,024
milhdes de toneladas de produtos horticolas, com um valor de cerca de 1,68 milhdes de euros (INE,
2023). A elevada producao de horticolas € justificada pelas condi¢des excelentes para a sua produgdo,
principalmente na faixa litoral do continente (GPP, 2020). A principal regido produtora de horticolas ¢

o Ribatejo e Oeste, concentrando 63% da area dedicada a estas culturas em Portugal (INE, 2021).

A Unido Europeia, através da estratégia Farm fo Fork, pretende promover praticas agricolas
sustentaveis, reduzindo a aplicacdo de fertilizantes sintéticos em 20% e de produtos fitofarmac&uticos
em 50% nas culturas agricolas até 2030. Esta iniciativa, incluida no Pacto Ecoldgico Europeu, visa
reduzir a polui¢do dos solos, agua e ar, a0 mesmo tempo que promove o aumento da biodiversidade e
reforca a segurancga alimentar dos produtos agricolas, respondendo as exigéncias dos consumidores

europeus(Comissao Europeia, 2020).

A alface € uma das hortalicas mais consumidas em Portugal, sendo as suas folhas apreciadas em saladas
e consumidas principalmente cruas (Almeida, 2006). O curto ciclo cultural deste horticola e o seu
consumo em fresco aliado a crescente procura de produtos agricolas mais sustentdveis reforcam a
necessidade de reduzir a aplicagdo de produtos fitofarmacéuticos e fertilizantes de sintese e procurar
alternativas para a protecdo e fertilizagao das culturas (Elnahal et al., 2022; Owen et al., 2015; Santos et
al., 2023). Nesse sentido, um dos caminhos para a reduc¢do dos produtos fitofarmacéuticos e de
fertilizantes sintéticos pode passar pela introdugdo de rizobactérias no solo e a aplicacdo de matéria

orgénica (Backer et al., 2018).

Este estudo tem como principais objetivos avaliar a influéncia da aplicagdo de um complexo de
rizobactérias promotoras do crescimento vegetal e da aplicacdo de matéria organica na qualidade e
rendimento da cultura da alface ao ar livre durante a estacdo primavera-verdo, bem como nas
propriedades quimicas e bioldgicas do solo onde a cultura foi realizada. Pretende-se também identificar
a modalidade mais favoravel ao crescimento da cultura e avaliar a sua aplicabilidade no contexto real
de produgdo. Para isso, foram aplicadas ao solo as rizobactérias Azotobacter spp. e Azospirillum spp. e

um adubo organico azotado em quatro modalidades distintas, em duas culturas sucessivas de alface.

O ensaio foi realizado em contexto empresarial, numa explora¢do agricola (Carlos Neves Unipessoal
LDA.) localizada na Tourinha, concelho de Mafra, na regido Oeste de Portugal. Deste modo foi possivel

avaliar a aplicabilidade destas modalidades no planeamento de operagdes da exploragdo.



2. Revisao bibliografica

2.1. Cultura da alface

2.1.1. Producao de alface no mundo

As estatisticas mundiais da FAO (Food and Agriculture Organisation of the United Nations) agregam a
cultura da alface a cultura da chicoria. A alface (e chicoria) foram, em 2022, a 12* cultura horticola mais
produzida em tudo o mundo, com uma producao de 1,24 milhoes de toneladas (FAO, 2024).

Desde o ano 2000 tem-se assistido a um aumento quer de area quer de produgéo de alface e chicéria em
todo o mundo. De 2000 a 2022 houve um aumento de area cultivada de cerca de 44% e um aumento de
47% da produgdo, sendo que os aumentos mais significativos de area e de produgdo ocorreram na
primeira década de 2000 (FAO, 2024).

De 2000 a 2022 a produtividade das culturas de alface e chicoria a nivel mundial ndo apresentou grandes
alteragGes, aproximando-se das 22 toneladas por hectare (FAO, 2024).

O principal pais produtor de alface e chicoria ¢ a China, produzindo perto de 15 milhdes de toneladas
destes horticolas anualmente, o que equivale a cerca de 55% da produgdo mundial. Seguem-se os

Estados Unidos, India e Espanha (FAO, 2024).

2.1.2. Producio de alface em Portugal

A cultura da alface em Portugal assume uma importancia elevada, em 2022 era a quarta cultura horticola
a ocupar maior area ¢ a sexta cultura horticola com maior produgio (INE, 2023).

Nos ultimos 10 anos tem havido alguma oscilagdo quer na area cultivada quer na quantidade produzida
de alface. De 2011 a 2018 observou-se uma tendéncia de reducgdo de area e da quantidade produzida.
Pelo contrario, nos anos de 2019 a 2021, deu-se um aumento significativo de area e de produgdo de
alface. 2021 foi o ano com maior producao, cerca de 75 mil toneladas em 2670 hectares. Em 2022 deu-

se uma nova reducdo de area e producao (Fig. 1) (INE, 2024).
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Figura I- Area e quantidade produzida de alface em Portugal entre 2013 e 2022 (INE, 2024)



A produtividade da cultura da alface sofreu algumas oscilagdes entre 2011 e 2022. Nos anos de 2012 e
2013 assistiu-se a uma redugdo acentuada da produtividade com valores proximos das 21 t/ha, sendo
que em 2014 houve um aumento da produtividade, mantendo-se nos ultimos anos préoxima das 25 t/ha
(Fig. 2) (INE, 2024). Em 1995 a produtividade da cultura da alface em Portugal era de cerca de 22 t/ha
(INE, 2002), pelo que o aumento até cerca das 25 t/ha evidencia as melhorias técnicas realizadas na

cultura.
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Figura 2 - Produtividade da cultura da alface em Portugal entre 2011 e 2022 (INE, 2024)

2.1.3. Zonas de producio de alface em Portugal

Em Portugal a principal zona de producédo de alface € a regido do Ribatejo e Oeste. Em 2001, 61% da
area dedicada a cultura da alface localizava-se na regido do Ribatejo e Oeste, com mais de 1400 hectares
cultivados com este horticola. Segue-se a regido de Entre Douro ¢ Minho, com 19% da area ¢ a Beira
Litoral com 12% da area de cultivo. O Algarve, Alentejo, Beira Interior e Tras-os-Montes possuem

pouca importancia no cultivo de alface em Portugal (Fig. 3) (INE, 2002).
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Figura 3- Distribuicdo da area de produgdo de alface em Portugal por regido no ano de 2001 (INE, 2002)



2.1.4. Comercializacao

A producao de alface em Portugal tem como principal destino o mercado nacional. Em 2022, o mercado
nacional representou cerca de 80% da produgio e foi exportada cerca de 20% da producao nacional.
De 2013 a 2022 verificou-se um saldo da balanga comercial positivo, sendo as exportagdes de alface
superiores as importagdes. Em 2023, a tendéncia inverteu-se com um valor de importagdes superior as
exportagdes. Verifica-se também uma tendéncia de aumento das trocas comerciais deste horticola ao
longo dos anos, com aumento quer das exportagdes quer das importacdes (INE, 2024).

As exportacdes de alface no ano de 2023 tiveram como principal destino os paises da Unido Europeia
(97%), onde o principal destino de exportagdo foi Espanha. Apenas 3% das alfaces exportadas tiveram

como destino paises fora da Unido Europeia (INE, 2024).

2.1.5. Descricao e origem

A alface, Lactuca sativa L., ¢ uma planta herbacea anual pertencente a familia Asteraceae (Quadro 1).
E uma espécie cultivada na regido mediterranea desde 2500 a.C., pensa-se que ¢ descendente de uma
espécie silvestre, Lactuca serriola. Tem como centro de origem a regido do Mediterrdneo e do Oriente

Proximo (Almeida, 20006).

Quadro 1 - Classifica¢do botanica da alface (Almeida, 2006)

Familia Asteraceae

Subfamilia |Cichorioidae

Triho Lactuceae (sin. Cichoriae)
Genero Lactuca

Espécie Lactuca sativa L.

A alface ¢ cultivada para o consumo das suas folhas, principalmente para o seu consumo cru, em saladas.
As folhas tém uma elevada percentagem de dgua, mas possuem também algumas vitaminas, minerais e
fibra. As folhas exteriores, mais verdes, sdo mais nutritivas do que as folhas interiores, mais
esbranquicadas (Almeida, 2006; Gardé¢ & Gardé, 1981).

A alface possui um sistema radicular aprumado e relativamente superficial, alcangando os 60 cm no caso
de sementeira direta, mas caso exista transplantacdo (predominante na Europa) as suas raizes ndo tém
mais de 30 cm (Almeida, 2006).

A alface é uma cultura microtérmica, com temperatura 6tima de crescimento entre 15 ¢ 20 °C (Almeida,
2006). Existem iniimeras cultivares adaptadas as diferentes condi¢des climaticas que permitem o cultivo
em diferentes épocas do ano (Maroto, 2002). As temperaturas elevadas, superiores a 33 °C e fotoperiodo

longo favorece a floracdo, inviabilizando a venda e consumo das alfaces.



2.1.6. Sistemas de producio de alface

Sendo a alface um horticola com consumo durante todo o ano, existe a necessidade de produgio desta
cultura durante todo este periodo. Conciliando as produgdes em estufa com a produgdo ao ar livre, as
principais zonas produtoras de alface (Ribatejo e Oeste, Entre Douro e Minho e Beira Litoral) produzem

este horticola durante todo o ano (Saltdo & Moreira, 2006).

a. Estufa

A alface é uma cultura que se adapta bem ao cultivo em estufa. Em Portugal, a produgdo ¢ feita
normalmente em estufas ndo aquecidas durante os meses de outono e inverno. Nas principais regioes
produtoras de alface, a plantacdo em estufa € realizada desde inicio de setembro até final de fevereiro.
A época de colheitas em estufa situa-se entdo entre os meses de novembro e abril. A alface é das poucas
culturas horticolas que produz nas condigdes de baixa luminosidade e temperaturas relativamente baixas
das estufas nos meses de outono e inverno (Gardé & Gardé, 1981; Saltdo & Moreira, 2006).

Devido ao seu curto ciclo cultural, a alface em estufa ¢ geralmente considerada uma cultura intercalar,
sendo seguida do cultivo de horticolas de época de primavera verdo, como é o caso das culturas do
tomate, pepino, courgette ou feijao verde (Almeida, 2006; Saltdo & Moreira, 2006).

A producao em estufa pode ser feita diretamente no solo ou em sistema de cultivo sem solo. Existem
diversos sistemas de cultivo sem solo, tal como o sistema de cultura em filme nutritivo NFT, Dutch
Bucket System e Deep-Water Culture (Tripathi et al., 2022). Em Portugal, o cultivo de alface em estufa
predominante € no solo em estufas ndo aquecidas (Almeida, 2006).

A instalacdo da cultura ¢é feita por transplantagcdo de plantas com 3 a 5 folhas, produzidas em tabuleiros
alveolados ou mottes, por viveiros especializados.

A rega ¢ feita por microaspersao e/ou gota-a-gota; por vezes ¢ utilizada a rega por microaspersao até a
colonizagdo do solo pelas raizes e depois rega gota-a-gota de forma a evitar a humectagao das folhas e
a elevada humidade relativa dentro das estufas (Almeida, 2006).

Um aspeto fundamental da produgdo de alface em estufa é assegurar o arejamento, de forma a evitar
uma excessiva humectagdo das folhas, que contribui para o desenvolvimento de doencas (Gardé &
Gardé, 1981). Também as densidades de plantagdo devem ser menores, aumentando o espagamento entre

plantas e, por conseguinte, o arejamento (Almeida, 2006).



b. Ar livre
A producdo de alface ao ar livre em Portugal ¢ feita durante os meses de primavera e verdo. Nas
principais regides produtoras, a plantacao € realizada de marco a setembro, colhendo-se a partir do més
de maio até outubro.
Em Portugal e nos restantes paises da Europa a instalagdo da cultura em ar livre ¢ também feita por
transplantacdo de plantas criadas em mottes ou tabuleiros alveolados. Nos EUA a cultura ao ar livre &,
geralmente, instalada por sementeira direta, de forma a reduzir custos de mao de obra (Almeida, 2006).
A rega ao ar livre € geralmente feita por aspersdao, podendo também ser feita por gota-a-gota ou uma
combinagdo dos dois métodos (Almeida, 2006; Maroto, 2002).
Na plantagdo ao ar livre ¢, geralmente, colocado um filme de polietileno negro para controlo das
infestantes. Esta cobertura do solo é, por vezes, também utilizada no cultivo de alface em estufa, devido
a dificuldade do uso de herbicidas nesta cultura (Almeida, 2006).
A aplica¢do de matéria orginica € uma pratica comum e benéfica para a cultura de alface ao ar livre
(Gardé & Gardé, 1981). A matéria organica contribui para um aumento da fertilidade do solo e melhoria
da estrutura do solo e da capacidade de retencdo de agua (Santos, 2015), importante para esta cultura
com sistema radicular superficial e que beneficia de uma humidade constante do solo (Gardé & Gardé,
1981).
A mineralizagdo da matéria orginica ¢ uma importante fonte de azoto para a cultura da alface, uma vez

que se trata de uma cultura relativamente pouco exigente neste nutriente (Almeida, 2006).

2.1.7. Limitac¢oes do sistema de producio em ar livre

As principais limitagdes da producdo de alface ao ar livre relacionam-se com a dependéncia de
condi¢des climaticas favoraveis. Devido as suas exigéncias climaticas, a producdo ao ar livre s6 ¢é
possivel durante os meses de primavera e verdo, podendo abranger-se parte do outono. Neste periodo
de cultivo ao ar livre, principalmente nos meses de verdo, podem ocorrer temperaturas altas, que podem
ter impacto na producdo e na qualidade das alfaces. Ventos quentes sdo desfavoraveis a um bom

desenvolvimento das alfaces (Maroto, 2002)

A cultura ¢ bastante exigente em agua possui um sistema radicular muito superficial, pelo que periodos
com temperaturas muito elevadas podem levar a stress hidrico, a espigamento precoce ¢ também a
redugdo da qualidade do produto, ficando as folhas mais amargas e coridceas. As temperaturas elevadas

e stress hidrico podem também levar a uma maior incidéncia de necrose terminal (Almeida, 2006).

Nas alfaces que formam repolho (tipo batavia ou bola de manteiga), a ocorréncia de temperaturas altas
e elevada luminosidade, que ocorre com frequéncia no periodo de cultivo de alface ao ar livre, a
formagdo do repolho ¢ prematura, ficando as alfaces com calibre reduzido ¢ com fraca qualidade

(Almeida, 2006).



A colheita das alfaces produzidas ao ar livre € também um fator limitante, uma vez que as alfaces devem
ser colhidas durante a manha, de forma a evitar os periodos de maior calor e terem, assim, uma maior
qualidade e maior longevidade pos-colheita. Deve ter-se também em conta que o excesso de humidade
das folhas interiores da alface pode ser prejudicial para a sua conservacao, levando ao apodrecimento
das folhas. Assim, ha uma maior limitagao dos periodos de colheita do produto. Na produgao ao ar livre,
as plantas estdo também mais sujeitas ao ataque de pragas que podem afetar a producao (Gardé & Gardé,

1981).

2.1.8. Fatores de stress biotico e abidtico na cultura da alface

a. Fungos e pseudofungos
Sclerotinia minor Jagger e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary sao dois fungos do solo que causam
podriddo branca em alface. Estes dois fungos sdo especialmente problemadticos devido ao elevado
numero de espécies que atacam e devido aos esclerotos poderem ficar latentes no solo por mais de 8
anos (Barriére et al., 2014). Para além disso, o micélio que fica nos residuos das culturas no solo ¢é
também uma fonte de indculo (Chen et al., 2016). Esta doenca € problematica tanto no cultivo em estufa
como em ar livre (AHDB, 2019). Em estufa deve evitar-se o excesso de agua e promover o arejamento

de forma a evitar as infe¢des (Almeida, 2006).

Rhizoctonia solani Kiihn é um fungo do solo que pode atacar a alface, sendo uma doenga principalmente
perigosa no cultivo em estufa. Este fungo sobrevive no solo na forma de esclerotos ou em micélio em
restos de culturas infetadas. O desenvolvimento desta doenga ¢ favorecido por uma temperatura do solo

amena e humidade elevada (AHDB, 2019; Almeida, 2006).

Outra doenga problematica na cultura da alface é a fusariose causada pelo fungo Fusarium oxysporum
f. sp. lactucae Matuo & Motoh. Esta ¢ uma doenga do solo, transmissivel também por semente. Este
fungo pode sobreviver no solo durante alguns anos, sendo a sua erradica¢ao muito dificil mesmo se nio
for cultivada nenhuma cultura hospedeira. As infe¢des ocorrem principalmente quando o solo atinge
temperaturas amenas, mas podem ocorrer quando o solo apresenta temperatura de 15 °C a 10 cm de
profundidade. Atualmente ja existem algumas variedades de alface resistentes ou tolerantes a este fungo

(AHDB, 2019; Gordon & Koike, 2015).

Pseudofungos do solo do género Pythium spp. podem também infetar a alface e causar podriddes
radiculares. A infe¢@o primaria da-se a partir de o6sporos ou micélio presente no solo, restos de culturas
ou em tubagens, no caso de cultivo em hidroponia. Esta doenga é principalmente preocupante em cultura
hidroponica, com menor gravidade em cultivo protegido no solo (AHDB, 2019; Blok & Plaats-Niterink,
1978).



A podridao cinzenta, causada pelo fungo Botrytis cinerea Pers. é outra das doencas que afeta a cultura
da alface. E uma doenca pouco problematica no cultivo ao ar livre, mais problematica no cultivo de
inverno em estufa. As condi¢des ideais para o desenvolvimento do fungo e infecdo das plantas sdo
temperaturas a rondar os 12-15 °C e humidade relativa elevada. O fungo sobrevive em restos de culturas
infetadas, na forma de esclerotos e a dispersao de conidios pelo vento leva a proliferacdo da doenga. A
doenga ¢ também transmissivel por semente.

A ocorréncia de lesdes, causadas por exemplo por geada, tipburn (necrose terminal, ver ponto f) ou

picadas de um inseto, constitui uma porta de entrada para este fungo (AHDB, 2019; Sowley et al., 2010).

Uma das doengas que ataca a parte aérea da alface € o mildio causado pelo pseudofungo Bremia lactucae
Regel. As condi¢des otimas para a esporulacdo do fungo sdo humidade relativa elevada e temperaturas
entre os 5 e 15 °C. A infecdo de culturas de alface pode dar-se pela libertagdo de esporangios de outras
plantas infetadas do género Lactuca ou por micélio presente em restos de uma cultura infetada (Barriere
et al., 2014). Esta ¢ uma doenga que pode afetar plantas de alface cultivadas quer em estufa quer em ar

livre (AHDB, 2019).

O oidio, causado pelo fungo Golovinomyces cichoracearum (DC.) V.P. Heluta, pertencente ao filo
Oomycota, ¢ outra das doencas que pode afetar a cultura da alface. A temperatura ideal para o seu
desenvolvimento ¢é entre 18 e 25 °C e para ocorrer a infecdo é necessaria uma humidade relativa do ar
elevada. Existem cultivares mais tolerantes a esta doenga, pelo que, em zonas em que existam problemas
com a doenga ¢é aconselhado o cultivo destas cultivares. E uma doenga que afeta os cultivos de alface

protegidos e ao ar livre (AHDB, 2019; Barriére et al., 2014).

Outra das doengas que afeta a parte aérea da alface ¢ a antracnose, causada pelo fungo Microdochium
panattonianum (Berl.) Sutton, Galea & Price. A doenca causa manchas circulares e o fungo mantém-se
no solo na forma de microesclerotos até 4 anos. A temperatura 6tima para o seu desenvolvimento é entre
os 18 e 20 °C. Conciliando esta temperatura com humidade relativa elevada ou precipitagdo e vento, ha

elevada dispersdo dos microesclerotos e conidios do solo para as folhas (AHDB, 2019; Almeida, 2006).

Existem ainda doengas como verticilose, causada por Verticillium dahliae Kleb, alternariose, causada
por Alternaria spp., septoriose, causada por Septoria lactucae Pass. e estenfiliose, causada por
Stemphylium botryosum f.sp. lactucae Padhi & Snyder que podem causar estragos nesta cultura (AHDB,
2019; Almeida, 2006).



b. Insetos
Uma das pragas que afeta a cultura da alface sdo os afideos. Existem vérias espécies que podem atacar
a alface tais como: Myzus persicae (Sulzer), Macrosiphum euphorbiae (Thomas), Aphis gossypii Glover,
Aphis fabae Scopoli, Nasonovia ribisnigri (Mosley). Os ataques destes afideos causam, de uma forma
geral, folhas enroladas podendo surgir também manchas amareladas. Algumas espécies de afideos s@o
também vetores de virus (Almeida, 2006, MADRP, 2006). Também o afideo Pemphigus bursarius
(Linnaeus) pode afetar esta cultura, sendo que este afideo ataca as raizes das plantas (Barriére et al.,

2014).

Algumas larvas mineiras também atacam as folhas de plantas de alface, tais como as do género
Liriomyza spp.. As larvas, quando se alimentam, formam galerias nas folhas que causam depreciacao no
produto. As fémeas adultas fazem também picadas nas folhas para se alimentarem, causando também

estragos (Almeida, 2006; MADRP, 20006).

As roscas ou noctuas da familia Noctuidae, principalmente do género Agrotis spp. também atacam as
plantas de alface. Estas lagartas estdo normalmente no solo ¢ atacam o colo da planta, podendo causar a

sua perda (Almeida, 2006; MADRP, 2006).

Tripes de espécies como Frankliniella occidentalis (Pergande) € Thrips tabaci Lindeman, entre outras,
quando se alimentam nas folhas de alface, causam manchas nas folhas que acabam por necrosar e
deformacdes quando atacam folhas jovens. Sdo também vetores de virus (Almeida, 2006; Barriére et

al., 2014; MADRP, 2006).

As lagartas de espécies como Autographa gamma (Linnaeus), Helicoverpa armigera (Hiibner),
Chrysodeixis calcites (Esper), Thysanoplusia orichalcea (Fabricius), entre outras, podem causar

estragos em folhas de alface (Almeida, 2006; Barriére et al., 2014).

Outras pragas como: lesmas e caracois, mosca branca, alfinete também podem afetar a cultura e provocar

perdas (Almeida, 2006; Barriere et al., 2014).

¢. Nematodes
Os nematodes que mais afetam a cultura da alface sdo nematodes de galhas, pertencentes ao género
Meloidogyne (Dias-Arieira et al., 2015). Estes nematodes podem ser problematicos principalmente em
estufas em que as rotagdes sdo feitas com culturas pertencentes as familias das solandceas ou

cucurbitaceas, uma vez que os nematodes de galhas também atacam plantas destas familias (Barriére et

al., 2014).



d. Bactérias
A alface ¢ suscetivel a infe¢des por bactérias das espécies Pseudomonas cichorii (Swingle) e
Xanthomonas campestris pv. Vitians. Ambas as espécies se desenvolvem em situagdes de temperaturas

amenas ¢ humidade elevada (Barriére et al., 2014).

e. Virus
A alface pode ser atacada por varios virus. O principal ¢ o virus do mosaico da alface (Lettuce mosaic
virus — LMV), a sua transmissao ¢ feita através de semente e também através de diversas espécies de
afideos que atacam a cultura. As infegdes de plantas por este virus, sdo, em muitas ocasides, infegdes
mistas com o virus do mosaico das cucurbitaceas (Cucumber mosaic virus - CMV) (MADRP, 2006;

Moreno & Fereres, 2012).

O virus do bronzeamento do tomateiro (Tomato spotted wilt virus - TSWV), transmitido por tripes,
nomeadamente a espécie Frankliniella occidentalis (Pergande) e Lettuce mirafiori big-vein virus
(LMBVYV), transmitido pelo fungo Olpidium brassicae (Woronin) P.A.Dang. podem também afetar a
cultura da alface (MADRP, 2006; Moreno & Fereres, 2012).

f. Acidentes fisiologicos
A necrose terminal, ou tipburn, é um acidente fisioldgico que se caracteriza pelo aparecimento de
manchas acastanhadas que acabam por necrosar na margem do limbo das folhas. Este acidente é causado
por dificuldades de absor¢do e translocagdo de calcio. Condigdes de temperaturas elevadas, excesso de
fertilizagdo azotada e elevada intensidade luminosa reduzem a absorgdo de calcio, favorecendo este
acidente. Também as temperaturas baixas, aliadas a elevada salinidade e humidade relativa do ar podem

agravar a necrose terminal (Almeida, 2006; Maroto, 2002)

O espigamento precoce ¢ outro acidente fisiologico que pode afetar o cultivo de alfaces, principalmente
no verdo. Temperaturas elevadas (superiores a 33 °C), fotoperiodos longos e stress hidrico favorecem o
espigamento. Existem variedades mais resistentes ao espigamento, devendo ser essas as cultivadas no

periodo mais quente do ano (Almeida, 2006; Maroto, 2002).

g. Principais fatores de stress bidtico e abiotico no sistema de produc¢io em ar livre
De acordo com Barriére et al. (2014) as doengas mais preocupantes no cultivo ao ar livre sdo o mildio
da alface, oidio da alface, podriddo branca, podridao radicular causada por Pythium spp. e também
infegdes por Rhizoctonia solani. Estas doengas, na regido mediterrdnea, sdo principalmente
preocupantes no periodo do inicio do outono.
A fusariose pode também causar estragos no cultivo ao ar livre, embora as infegdes se registem

principalmente no verdo, na regido mediterranea.
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As pragas como afideos e lagartas, como Helicoverpa armigera, e também nemdtodes do género
Meloidogyne spp. podem causar estragos na cultura em toda a época de producdo ao ar livre (Barriére
etal., 2014).

O espigamento precoce, sendo favorecido por temperaturas elevadas e stress hidrico, pode também ter

algum impacto no cultivo de alface ao ar livre (Almeida, 2006).

2.1.9. Estratégias de protecio

a. Meios de protecao fisica e cultural
Os meios de protecdo fisica englobam as técnicas que limitam o acesso das pragas a cultura, induzem
mudangas comportamentais ou causam danos diretos ou a morte dos inimigos das culturas. Nos meios
de prote¢do fisica ndo ha intervencdo de processos bioldgicos ou bioquimicos presentes nos meios de
protecdo quimica, biotécnica ou bioldgica (Amaro, 2003) (Vincent et al., 2009).
A cobertura do solo com polietileno funciona nao s6 como método para controlo de infestantes, mas
também como meio de protecdo contra fungos como Sclerotinia e Rhizoctonia, uma vez que inibe o
contacto das folhas com o solo (Almeida, 2006; Barricre et al., 2014).
A solariza¢do aumenta a temperatura do solo e diminui a concentragdo de oxigénio no solo, sendo letal
para alguns organismos. A viabilidade de nematodes Meloidogyne spp. e fungos S. sclerotiorum, S.
minor, S. sclerotia, R. solani ¢ O. brassicae ¢é bastante afetada pela solarizagido (Barricre et al., 2014;
Patricio et al., 20006).
Nas estufas podem ser colocadas redes de protegdo contra insetos, evitando a sua entrada e, desta forma,

reduzir os ataques de pragas as plantas de alface (Barriére et al., 2014).

A aplicacdo de meios de prote¢do cultural tem um cardcter preventivo, promovendo condigdes
desfavoraveis aos inimigos das culturas de forma a evitar prejuizos (Amaro, 2003).

A remocao de residuos de culturas infetadas com fungos € um método de protecao cultural, desta forma
ha remocdo da fonte de indculo (micélio, esporos ou estruturas de resisténcia) (Barriére et al., 2014).
As rotagdes com culturas diferentes, de diferentes familias sdo benéficas e podem ser consideradas um
meio de protecdo cultural; havendo uma alteragdo de culturas, ha alteragdo de hospedeiros que permite
interromper o ciclo de algumas pragas e doengas (Barriére et al., 2014).

Biofumigagdo com residuos de culturas, principalmente da familia das Brassicas, pode reduzir os niveis
de Sclerotinia spp., R. solani e nematodes de galhas no solo (Barriére et al., 2014).

O desenvolvimento de cultivares resistentes ou tolerantes a doencas, como é o caso de Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae ou a B. lactucae permite a utilizagdo destas cultivares pelos agricultores,
mitigando assim os efeitos destas doencas (AHDB, 2019; Barriére et al., 2014).

O sistema de rega utilizado pode também ajudar a evitar a infe¢do das plantas por alguns fungos. Devem
ser evitadas as regas por aspersdo, principalmente no cultivo em estufa, uma vez que a germinagao de

esporos de B. lactucae e B. cinerea depende bastante da humectacdo das folhas de alface. Para além
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disso, também o espacamento entre plantas ¢ essencial e pode também ser considerado um meio de
protecdo cultural. Aumentando o espagamento, aumenta-se o arejamento, evitando as condigdes
propicias para o desenvolvimento de fungos ou germinagdo de esporos (Almeida, 2006; Barriére et al.,

2014).

b. Meios de protecio biologica
De acordo com Amaro (2003) a prote¢@o biologica pode ser definida como a utilizagdo de populagdes
de espécies de predadores, parasitdides, patogénicos, antagonistas ou competidores que permitem
reduzir a populacdo de um determinado inimigo.
A protecdo biologica pode ser dividida em trés modalidades distintas: a limitagdo natural, a protecdo
bioldgica classica e o tratamento biologico (Amaro, 2003).
A limitag@o natural ¢ um meio indireto de prote¢ao que tem como objetivo evitar as condigdes favoraveis
para o desenvolvimento de um determinado inimigo (Amaro, 2003).
A protegdo biologica classica pretende combater uma espécie exotica, que esta a causar estragos numa
cultura, através da importagdo de espécies auxiliares. E utilizada normalmente para o combate de pragas.
O tratamento bioldgico tem como objetivo aumentar a populagdo de auxiliares autdctones do local,
através de largadas. Nesta modalidade de protecdo bioldgica podem ser usados microrganismos ¢ ¢é

possivel combater pragas, doengas e infestantes (Amaro, 2003).

Na cultura da alface existem diversos meios de protecdo bioldgica que podem ser aplicados para o
controlo de pragas e de doencas. De acordo com a revisao de Barriére et al. (2014), o agente de protegao
biologica Coniothyrium minitans W.A.Campb aplicado ao solo pode reduzir a incidéncia de doengas
provocadas pelos patogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor, Rhizoctonia solani ¢ Botrytis
cinerea. A aplicagdo ao solo de Trichoderma harzianum T22 reduz a incidéncia de Pythium spp., S.
sclerotiorum, S. minor, R. solani e B. cinerea (Barriére et al., 2014). Similarmente, a aplicagéo foliar de
Bacillus subtilis (Ehrenberg) leva a menor incidéncia de B. cinerea, S. sclerotiorum e R. solani em alface
(Barriére et al., 2014).

Para a protegdo bioldgica de afideos, a espécie Aphidoletes aphidimyza Rondani é predadora de diversas
espécies de afideos. As espécies Aphidius ervi Haliday, Aphidius colemani Viereck, Aphelinus
abdominal (Dalman), Aphidius matricariae Haliday sdo parasitoéides de algumas espécies de afideos,
pelo que podem ser usados para o seu controlo. Chrysoperla carnea (Stephens), Adalia bipunctata
(Linnaeus), s@o predadores polifagos que também podem desempenhar um papel importante na redugao
das populagoes de afideos (Barriere et al., 2014; MADRP, 2006). Para a protecdo contra larvas mineiras
do género Liriomyza poderao ser feitas largadas do parasitoide Diglyphus isaea (Walker) tanto no cultivo
em estufa como ao ar livre. A protecdo biologica contra tripes podera ser feito através dos acaros

predadores Hypoaspis aculeifer (Canestrini) e Amblyseius cucumeris (Oudemans) (MADRP, 2006).
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c¢. Meios de protecio quimica
A prote¢ao quimica baseia-se na utilizagdo de substancias quimicas naturais ou de sintese de forma a
reduzir ou eliminar as populagdes de um determinado inimigo das culturas (Amaro, 2003).
A utilizacdo de pesticidas de origem sintética foi, durante anos, a metodologia mais utilizada para
controlar os inimigos das culturas agricolas. Esta utilizagdo massiva resultou em diversos problemas,
como a criacdo de resisténcias, acumulagdo de residuos no solo € em espécies nao alvo e toxicidade para
o Homem (Arora et al., 2022).
Na cultura da alface, os herbicidas sdo pouco utilizados, uma vez que a gestdo das infestantes ¢
tendencialmente feita com recurso a meios fisicos (mulching principalmente), sendo mais utilizados
inseticidas e fungicidas. Nesta cultura, devido ao seu curto ciclo, € necessario fazer uma avaliagdo
criteriosa de quais os produtos fitofarmacéuticos a aplicar de forma a cumprir os intervalos de seguranga,
evitando a presenga de residuos acima do limite maximo a colheita (Barriére et al., 2014).
Atualmente estdo ja identificados alguns fungos e insetos, inimigos da cultura da alface, como resistentes
a determinadas substincias ativas (Barriere et al., 2014). Quando ¢ necessario aplicar algum meio de
protecdo quimica, deve assegurar-se o cumprimento do nimero de aplicagdes e dose recomendados e
sdo alternados produtos com diferentes modos de acdo e de familias quimicas diferentes, de forma a
evitar fendmenos de resisténcia (Barriere et al., 2014; Savary et al., 2006).
A escolha de um produto fitofarmacéutico deve ser feita tendo também em consideragdo o seu impacto
na fauna de insetos auxiliares presentes na cultura. E importante fazer uma identificacio da fauna
auxiliar presente e, se houver necessidade de aplicar um produto fitofarmacéutico, a sua escolha deve
ter também em consideragdo o impacto sobre estes insetos (MADRP, 2006).
Nos Quadros 2 e 3 apresentam-se as substancias ativas autorizadas para o combate as principais doengas
da cultura da alface em ar livre. No Quadro 4 apresentam-se as substancias ativas autorizadas para o

combate as principais pragas.

Quadro 2 - Substancias ativas autorizadas para o combate a Rhizoctonia solani, Golovinomyces cichoracearum, Pythium
spp. na cultura da alface (SIFITO)

Rhizoctonia solani Golovinomyces cichoracearum Pythium spp.
Bacillus amyloliquefaciens Enxofre Bacillus amyloliquefaciens
Pseudomonas sp. Eugenol Propamocarbe
Trichoderma asperellum Geraniol Trichoderma asperellum
Trichoderma atroviride Oleo de laranja Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum Timol
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Quadro 3 - Substdncias ativas autorizadas para o combate a Bremia lactucae e Sclerotinia spp. na cultura da alface

(SIFITO)

Bremia lactucae Sclerotinia spp.
Ametoctradina Bacillus amylaligusfaciens
Amissulbrome Boscalide
Aczoxistrobitia Ciprodinil
Bacillus amyvloliquefaciens Coniotiyrivm minitans
Bacilluzs subitilis Eugenol
Cerevisana Fenehexamida
Cobre (na forma de hidroxido ou oxicloreto) Fludioxonil
Fluopicolida Fluopirame
Fosetil Fhazapiroxzade
Fosfonatos de potassio Geraniol
Laminaritia Isofetamida
Mandipropamida Pentiopirade
Metalaxil Piraclostrobina
Oleo de laranja Pirimetanil
Oxatiapiprolina Pythivm oligandrum
Propamocarbe Timol

Irichoderma asperellion
Trichoderma atroviride
Trichoderma gamsii
Trichoderma harcianum
Trfloxistrobina

Quadro 4 - Substdncias ativas autorizadas para o combate a afideos e lagartas na cultura da alface (SIFITO)

Afideos

Lagartas

Acetamipride
Acidos gordos (na forma de sais de potdssio)
Azadiractina
Beauveria bassiana
Ciantraniliprol
Deltametrina
Enxofre
Espirotetramato
Eugenol
Flonicamida
Flupiradifurona
Geraniol
Lambda-cialotrina
Maltodextrina

Oleo de colza

Oleo de laranja
Pirefrinas
Pirimicarbe
Tau-fluvalinato
Timol

Bacillus thuringiensis

Ciantraniliprol

Clorantraniliprol

Deltametrina

Emamectina (na forma de sal de benzoato)
Metaflumizona

Spinosade

Virus da poliedrose nuclear de Spodoptera littoralis
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2.2. Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal

2.2.1. Utilizacao na agricultura

O aumento da procura por produtos agricolas mais sustentaveis, aliado a necessidade de reduzir a
aplicagdo de produtos fitofarmacéuticos, sobretudo nos produtos horticolas para consumo em fresco,
suporta a necessidade de procurar alternativas para a prote¢ao das culturas. Existe assim a possibilidade
de utilizar agentes de protecdo bioldgicos, microrganismos tais como bactérias ou fungos, ou até
biofertilizantes, que protejam as plantas de microrganismos patogénicos tornando, desta forma, possivel
reduzir a aplicacdo de produtos fitofarmacéuticos e fertilizantes (Elnahal et al., 2022; Owen et al., 2015).
Em sistemas de agricultura intensiva, devido a baixa diversidade de culturas produzidas, as doencas do
solo podem causar elevados prejuizos (Katan, 2004). A utilizacdo de pesticidas (fungicidas,
nematodicidas) para o controlo deste tipo de doencas foi, durante alguns anos, a principal forma de
combate a estes agentes patogénicos, mas o seu uso indiscriminado leva a degradacdo de varias fungdes
do solo (Zalidis et al., 2002). A utilizagdo de microrganismos de prote¢do bioldgica pretende reduzir
estes problemas e privilegiar uma melhoria das qualidades, principalmente bioldgicas, do solo a longo

termo.

2.2.2. Interacao entre o microbioma autdctone do solo e as rizobactérias

a. Azotobacter spp.
E um género de bactérias Gram-negativas, de vida livre no solo, aerébias. Um dos principais interesses
da sua utilizag¢do, do ponto de vista agronomico, ¢ a sua capacidade de fixar azoto atmosférico sem
necessidade de efetuar uma relacdo simbiodtica com as plantas (Sumbul et al., 2020). Estas bactérias
captam o azoto atmosférico para a sintese de proteinas, estas proteinas sdo mineralizadas no solo,
levando a um aumento da disponibilidade de azoto mineral no solo (Aasfar et al., 2021; Jnawali et al.,
2015; Sumbul et al., 2020).
A presenga de Azotobacter spp. nos solos ¢ influenciada pelo pH do solo, apresentando sensibilidade a
solos com pH acido; em particular, ha grande diminuig¢ao da populagdo com pH inferior a 6. A salinidade
¢ também importante para o desempenho destas bactérias; a maioria das espécies ndo tolera elevada
salinidade. Quanto a temperatura, sdo organismos mesofilos, com temperatura Otima para o seu
desenvolvimento de 25-30°C, sendo sensiveis a temperaturas superiores a 45°C e inferiores a 0°C. Estes
microrganismos sdo também influenciados pelo teor de carbono orgéanico do solo, sendo a presenga de
Azotobacter spp. favorecida por um elevado teor de carbono orgéanico no solo (Aasfar et al., 2021;

Aquilanti et al., 2004; Lenart, 2011).
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Azotobacter spp. podem ser consideradas rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR —
Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Jnawali et al., 2015); como estas bactérias existem apenas na
rizosfera, ndo formando nédulos nas raizes da plantas, sdo consideradas ePGPR - extracellular Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (Bhattacharyya & Jha, 2012). Na sua revisdo, Aasfar et al. (2021),
identificam os principais mecanismos das bactérias Azotobacter spp. que permitem estimular o
crescimento das plantas: produ¢do de hormonas de crescimento; fixacdo de azoto atmosférico;
solubilizacdo de fosforo do solo e indugao de tolerancia das plantas a diversos stresses. Além disso, estas
rizobactérias podem também ter um papel importante na diminui¢do da incidéncia de algumas doengas

(Sumbul et al., 2020).

As espécies de Azotobacter sdo capazes de sintetizar hormonas de crescimento das plantas tais como
acido indole-acético, giberelinas, citocininas. Estas hormonas induzem crescimento vegetativo,
favorecem a absorcao de nutrientes, promovem o crescimento de outros microrganismos benéficos na
rizosfera e tém ainda um papel importante na protecdo das plantas de organismos fitopatogénicos

(Aasfar et al., 2021; Jnawali et al., 2015; Sahoo et al., 2014).

As bactérias do género Azotobacter sintetizam enzimas, nitrogenases, capazes de transformar azoto
atmosférico (N2) em amonio (NH3). Posteriormente, ocorre transformagdo no solo em ido amonio
(NH4"), que pode ser absorvido pelas raizes das plantas. A fixagdo biologica de azoto por parte de

Azotobacter spp. € bastante dependente da presenca de fosforo no solo (Aasfar et al., 2021).

De acordo com Kizilkaya (2014) citado por Jnawali et al. (2015), as bactérias do género Azotobacter
spp. tém capacidade de fixar em média 20 kg N/ha/por ano. Bhattacharyya & Jha (2012) citados por
Aasfar et al. (2021) consideram que a fixagdo bioldgica de azoto atmosférico por parte destas bactérias
pode alcancgar 60 kg N/ha/por ano. Desta forma pode verificar-se a importancia que estas bactérias
podem ter para o fornecimento de azoto as plantas e a necessidade de manter as condi¢des no solo ideais

para o seu desenvolvimento e funcionamento.

O fosforo ¢ um nutriente que existe nos solos, mas muitas vezes encontra-se em formas insolaveis,
estando indisponivel para ser imediatamente absorvido pelas plantas. Azotobacter spp. pode ter um papel
importante na solubilizacdo deste nutriente (Aasfar et al., 2021). No estudo de El-Badry et al. (2016) foi

demonstrado que Azotobacter vinelandii solubilizou 43% de rocha fosfatada.

Os principais stresses abidticos que limitam a produgo agricola e a produtividade das culturas sdo a
salinidade e o stress hidrico (Yang et al., 2009). Na investigacdo de Latef et al. (2020) a inoculagdo de
plantas de milho com Azospirillum lipoferum e com Azotobacter chroococcum em condigdes de stress
salino melhorou a atividade fisiologica das plantas, quando comparado com plantas ndo inoculadas,
aumentando o crescimento das plantas de milho. Desta forma a inoculagdo das plantas de milho com
estas bactérias PGPR mitigou os efeitos adversos do stress salino, permitindo um melhor crescimento

das plantas.
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Azotobacter spp. pode também ter um efeito benéfico no aumento da tolerdncia das plantas ao stress
hidrico. No estudo de Shirinbayan et al. (2019) foram isoladas diferentes estirpes de Azotobacter spp.
provenientes de solos de regides semi-aridas, posteriormente foram inoculadas sementes de milho com
estas estirpes e colocadas a crescer numa estufa sob condigdes de stress hidrico. Os resultados mostraram
que a inoculagdao com Azotobacter spp. provocou um aumento do crescimento das plantas de milho, dos
nutrientes absorvidos e tamanho das raizes. Este aumento da tolerancia ao stress hidrico das plantas de
milho devera ser efeito do conjunto de mecanismos benéficos das rizobactérias promotoras do

crescimento vegetal.

A acdo de Azotobacter spp. pode também ter efeitos benéficos na diminuicdo da suscetibilidade das
plantas a doengas bidticas. De acordo com a investigagdo de Akram et al. (2016), a aplicacdo de
Azotobacter chroococcum a plantas de grao de bico levou a uma diminuicao significativa da incidéncia
de nematodes de galhas da espécie Meloidogyne incognita. Esta aparente indugdo de resisténcia ao
nematode ndo deverd ocorrer por uma agao especifica da bactéria, mas sim devido a uma série de
mecanismos tais como o aumento da producdo de hormonas vegetais, maior absorcdo de nutrientes e

interacdo entre o agente causal de doenga e A. chroococcum.

Maheshwari et al. (2012) demonstraram que a estirpe TRA2 de A. chroococcum, isolada da rizosfera de
plantas de trigo, apresentava forte atividade antagonista contra os fungos Macrophomina phaseolina ¢
Fusarium oxysporum. Esta agdo antagonista causou degradagdo de componentes da parede celular do
fungo, resultando na perfuracdo de hifas, formagdo de células vazias e ainda degeneracdo de conidios.

A inoculagdo de sementes de Sesamum indicum L. com a estirpe TRA2 de A. chroococcum resultou num
melhor crescimento das plantas e assim, levou a um aumento de produg@o da cultura. A producdo de
sementes inoculadas com A. chroococcum permitiu reduzir em metade a quantidade de fertilizantes
aplicados, comparando com sementes nao inoculadas, mantendo uma produtividade semelhante

(Maheshwari et al., 2012).

b. Agzospirillum spp.

Azospirillum ¢ um género de bactérias Gram-negativas, com vida livre no solo e microaertfilas,
sobrevivendo em condigdes com concentracdo muita reduzida de oxigénio. Estas bactérias t€m a
capacidade de fixar azoto atmosférico, tendo, por isso, elevado interesse agronémico (Cassan et al.,
2020).

A semelhanca de Azotobacter, Azospirillum é também um género composto por bactérias consideradas
rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) (Cassan & Diaz-Zorita, 2016). Os principais
mecanismos que promovem o crescimento das plantas sdo: producéo de fito-hormonas; fixagdo de azoto
atmosférico; melhoria do crescimento radicular ¢ aumento da absor¢do de nutrientes; solubilizagdo de
fosforo presente no solo e ainda mitigagdo de stresses bidticos e abidticos nas plantas (Bashan & De-

Bashan, 2010).
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Todos estes mecanismos de promogdo do crescimento vegetal poderdo culminar numa maior
produtividade das plantas e numa diminuicdo da quantidade de inputs aplicados, tais como os
fertilizantes azotados (Okumura et al., 2013).

Azospirillum spp. sdo capazes de produzir diversas fito-hormonas, sendo as principais: auxinas (tais
como 4cido indolacético, 4cido fenilacético ou 4cido indolbutirico), giberelinas, citocininas, etileno e
acido abscisico (Cassan & Diaz-Zorita, 2016). No estudo de Lana et al. (2012) foi avaliado, em dois
anos, o efeito de Azospirillum spp. associado a fertilizacdo azotada de uma cultura de milho. Na auséncia
de adicdo de azoto a cultura, a inoculagdo das plantas de milho com Azospirillum spp. provocou um
aumento de producgao de 7,4% e 15,4% em cada uma das campanhas estudadas. Além disso, determinou-
se também que a inoculacdo das plantas de milho com Azospirillum spp. teve uma produtividade

semelhante a obtida com a aplicac¢ao de 100 kg N/ha em cobertura.

Galindo et al. (2019) demonstraram que a inoculagdo de plantas de milho com Azospirillum brasilense
permitia otimizar a utilizacdo de azoto, diminuindo a necessidade de fertilizagdo azotada. Comparando
plantas inoculadas com Azospirillum brasilense e plantas ndo inoculadas, para o mesmo nivel de
fertilizagdo azotada, a inoculagdo levou a um aumento do indice de clorofila foliar, diametro do caule,
comprimento das espigas e eficiéncia do uso de azoto, tendo um efeito de aumento de produtividade.
Concluiram também que a aplicacdo de 100 kg N/ha na forma de ureia em plantas inoculadas com
Azospirillum brasilense seria a modalidade economicamente mais rentavel de todas as modalidades em
estudo.

Azospirillum spp. podem também ter um efeito benéfico na melhoria da absor¢do de nutrientes pelas
plantas. Ardakani et al. (2011) analisaram a influéncia de Azospirillum brasilense e outros
biofertilizantes na absor¢do de nutrientes (azoto, fosforo e potassio) por plantas de trigo. Azospirillum
brasilense provocou um maior desenvolvimento do sistema radicular e teve um efeito benéfico na
absorgdo dos trés macronutrientes principais. Concluiram ainda que a aplicag@o de estrume, micorrizas
e Azospirillum brasilense tem um efeito sinérgico, aumentando ainda mais o desenvolvimento radicular

e a absorc¢do de nutrientes.

A solubilizac¢do de fosforo do solo pode ser outro dos mecanismos de promogao do crescimento vegetal
de Azospirillum spp.. Rodriguez et al. (2004) concluiram que as estirpes Cd e 8-1 de Azospirillum
brasilense e a estirpe JA4 de Azospirillum lipoferum eram capazes de produzir acido glucénico quando
cultivadas num meio com fosfato de calcio pouco soltvel. Dado que um dos principais mecanismos de
solubilizacdo de fosfato mineral é através da producdo de acidos organicos (Rodriguez & Fraga, 1999),
conclui-se que as duas estirpes de Azospirillum brasilense ¢ a estirpe JA4 de Azospirillum lipoferum sao
capazes de solubilizar fosfatos, que se encontrem em formas insolaveis, através da produgao de acido

gluconico, um acido organico.
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A tolerancia a stresses abidticos, tais como a salinidade ou o stress hidrico pode ser outra das vantagens
de Azospirillum spp.. A inoculacdo de sementes de alface com Azospirillum brasilense estirpe Sp245
resulta num aumento de massa das alfaces em diferentes concentracdes de NaCl no solo, levando
também a um aumento da taxa de germinacao das sementes inoculadas (Barassi et al., 2006). Fasciglione
et al. (2015) demonstraram também que a inoculagdo de plantas de alface com Azospirillum spp.
aumentou a produtividade, o valor nutricional e também a vida util, ap6s a colheita, de alfaces cultivadas
sob condigoes de stress salino.

Azospirillum spp. podem ter também um efeito benéfico na supressdo de doengas do solo (Bashan &
De-Bashan, 2010). Hassouna et al. (1998) concluiu que 4. brasilense causou uma redugdo de 90 a 96%
da massa de micélio de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, 72 a 94% de Rhizoctonia solani, 71 a
95% de Pythium spp. e eliminou totalmente o micélio de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de pepino

cultivadas in vitro.

2.3. Avaliacao da qualidade do solo

Para ser feita uma avaliagdo da qualidade do solo e assegurar que estdo a ser tomadas medidas que visam
o incremento dessa qualidade ¢ necessario ter em conta diversos indicadores. Os indicadores da

qualidade do solo podem dividir-se em visuais, fisicos, quimicos e biologicos.

Os indicadores visuais baseiam-se apenas na observacao visual do solo, presenca de marcas de erosdo,
tipo de cobertura do solo, presenca de marcas de acdo antropogénica possiveis de degradar o solo, entre

outras (Martinez et al., 2010).

Os indicadores fisicos estdo relacionados com a organizagdo das particulas de solo, porosidade ¢ a
capacidade de penetragdo das raizes. Estes indicadores sdo a profundidade do solo, densidade aparente,

porosidade, estabilidade dos agregados, textura e compactacdo (Martinez et al., 2010).

Os indicadores quimicos da qualidade do solo incluem: pH, quantidade de matéria organica,
disponibilidade de nutrientes, capacidade de troca cationica (CTC), reciclagem de nutrientes e a

presenca de contaminantes tais como metais pesados (Martinez et al., 2010).

Sdo considerados indicadores bioldgicos da qualidade do solo parametros como: a concentragdo de
organismos do solo, quer sejam macrorganismos (principalmente insetos), quer microrganismos como
fungos, bactérias ou nematodes (biomassa microbiana); a quantificacdo da respiragdo microbiana,
utilizada como medida da decomposi¢ao de matéria organica e da atividade microbiana de uma forma
abrangente; a atividade enzimatica, devido ao importante papel de algumas enzimas na reciclagem de
nutrientes (Alkorta et al., 2003). A quantificacdo da atividade de enzimas tais como: desidrogenase, p-
glicosidases, urease, amidases, fosfatases, arilsulfatase, celulases e fenoloxidases pode dar indicacdes

acerca de diferentes fungdes do solo (Nielsen & Winding, 2002).
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A enzima desidrogenase dd4 uma indicacdo geral da atividade microbiana, estando envolvida nos
processos de respiracdo dos microrganismos (Nielsen & Winding, 2002). As desidrogenases sdo enzimas
intracelulares do grupo das oxirredutases, geralmente presentes em grande quantidade nos solos. As
desidrogenases desempenham um papel fundamental na oxidacdo bioldgica da matéria organica,
transferindo hidrogénio de substratos organicos para aceitadores inorganicos (Kumar et al., 2013;
Wolinska & Stepniewska, 2012). Pode também ser utilizado um quociente metabdlico que relaciona a
respiragao microbiana por unidade de biomassa (Xu et al., 2017).

A taxa de decomposigdo dos residuos das plantas ou a quantificagdo do numero de sementes de plantas
infestantes podem ser também considerados indicadores bioldgicos da qualidade do solo (Martinez et
al., 2010).
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3. Materiais e métodos

3.1. Descricao do local

3.1.1. Localizacio do ensaio

O ensaio decorreu na empresa Carlos Neves Unipessoal Lda., numa parcela de terreno (Fig. 4) localizada
entre Enxara do Bispo e Tourinha, Unido Das Freguesias De Enxara Do Bispo, Gradil e Vila Franca Do
Rosario no concelho de Mafra (38°59'25.994"N 9°14'53.585"W). Todo o terreno estava, na época do

ensaio, dedicado a producao de diversas cultivares de alface.

Figura 4 - Fotografia aérea da parcela onde decorreu o ensaio (Google Earth)
3.1.2. Caracterizacio edafoclimatica

De acordo com a classificacdo climatica de Koppen-Geiger o clima da regido onde decorreu o ensaio ¢
Csb, clima temperado com verdo seco e suave (IPMA, 2024). Para a caracterizacao do clima recorreu-
se a normal climatologica de 1981-2010, da estagdo do IPMA localizada em Lisboa - Avenida Gago

Coutinho, que se situa a aproximadamente 30 km da exploragdo (Fig. 5).
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Figura 5 - Normais climatoldgicas da regido de Lisboa e Vale do Tejo, estagdo climatolégica do IPMA Lisboa / Gago
Coutinho 1981-2010 (IPMA, 2023)
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Como ¢ caracteristico do clima mediterranico, os meses de verdo, com temperaturas mais elevadas sao
0s meses com menores valores de precipitacdo. Os meses com temperaturas mais baixas apresentam
maiores valores de precipitagao.

Os meses de cultivo de alface ao ar livre sdo geralmente entre margo e outubro, sendo que a ocorréncia
de temperaturas extremas pode afetar negativamente a cultura. O nimero médio de dias com ocorréncia
de geada ¢ de 0,1 dias/ano, sendo este um acontecimento relativamente raro, ocorrendo principalmente
nos meses de inverno quando ndo ha cultivo de alface ao ar livre. O nimero médio de dias muito quentes
(temperatura maxima do ar superior ou igual a 35 °C) ¢ também relativamente reduzido, em média 6,1

dias muito quentes por ano (IPMA, 2023).

Para realizar uma comparagao entre a normal climatica de 1981-2010 e as condi¢des meteorologicas do
ano 2024, recorreu-se aos dados estagdo meteorologica do COTHN (Centro Operativo e Tecnologico
Hortofruticola Nacional) localizada no Carrascal, a cerca de 3 km do terreno onde decorreram os ensaios

(Figura 6).
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Figura 6 - Precipita¢do e temperatura média no ano 2024 na estagdo meteorologica do Carrascal (COTHN)

Na Figura 7 pode verificar-se, em comparagdo com a normal climatica de Lisboa, que em 2024 houve
uma precipitagdo mais intensa em margo e relativamente baixa nos meses de abril ¢ maio. Em junho,
quando foi instalado o primeiro ensaio, a precipitacdo foi relativamente elevada e a temperatura média
foi de cerca de 18 °C. Nos meses de julho e agosto a precipitacdo foi reduzida, a temperatura média foi
proxima de 20 °C em ambos os meses (Figura 7). No més de setembro ocorreu alguma precipitagao,
cerca de 15 mm, e a temperatura média j& foi um pouco mais baixa, cerca de 18 °C.

As temperaturas maximas registadas no ano de 2024 foram de cerca de 35 °C e ocorreram principalmente

no final do més de julho, sendo que nessas datas nenhum dos ensaios estava no terreno.
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Figura 7 - Temperaturas médias diarias do ar entre junho e setembro de 2024 na estagdo meteorologica do Carrascal
(COTHN)

Relativamente as temperaturas médias diarias do ar durante os meses em que os ensaios decorreram,
verifica-se uma certa estabilidade entre 18 e os 22 °C na maioria dos dias. A temperatura média diaria
apenas foi inferior a 15 °C em um dia e nunca ultrapassou os 25 °C, temperaturas favoraveis ao

crescimento da alface e que evitam a indugdo de floragdo, que ocorre com temperaturas superiores a 33

°C (Almeida, 2006).

De acordo com Cardoso (1965), disponibilizado por DGADR (2024), os solos da exploragao agricola
onde decorreu este ensaio sdo Solos Incipientes Aluviossolos Modernos Calcarios (Para-Solos
Calcarios) de textura mediana. A ordem dos Solos Incipientes caracteriza-se por solos ndo evoluidos,
sem horizontes genéticos claramente diferenciados, praticamente reduzidos ao material originario. Os
aluvissolos s@o solos incipientes, ndo hidromorficos, constituidos por depdsitos estratificados de

aluvides.

3.2. Ensaio de campo

3.2.1. Material vegetal

O material vegetal utilizado neste ensaio foram plantas de alface da cultivar FLEXION RZ,
desenvolvida pela empresa Rijk Zwaan. Esta é uma cultivar de alface frisada de cor verde, adequada
para o cultivo ao ar livre durante a época de primavera e verdo. E uma cultivar bastante precoce e as
plantas s3o geralmente volumosas, apresentando espigamento lento. Apresenta resisténcia a fusariose,
mildio e ao virus do mosaico da alface. Estas plantas foram semeadas em mottes por um viveiro

especializado e apos cerca de 15 dias foram plantadas no terreno.
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3.2.2. Materiais aplicados

Neste ensaio foi aplicado o adubo organico Fertimax cavalo e o regenerador microbiano rizosférico
VitaSoil.

Fertimax Cavalo ¢ um adubo organico azotado granulado da empresa Nutrofertil. E produzido a base de
estrume de cavalo (75%) e residuos florestais (25%). Apresenta na sua composigdo: 3,08% de azoto
total (N), sendo 3% de azoto organico; 0,8% de fosforo total (P2Os); 0,4% de potassio total (K»0); 1,6%
de caélcio total (Ca); 0,3% de magnésio total (MgO). Para culturas horticolas a dose recomendada ¢ de
1500 a 3500 kg/ha.

VitaSoil ¢ produto da empresa Symborg. De acordo com esta empresa, trata-se de um complexo ativo
natural, fortificante e regenerador da microfauna do solo, que contém microrganismos rizosféricos
(rizobactérias) que promovem uma regeneracao dos solos cultivados em sistemas de agricultura
intensiva, tais como Azotobacter spp. e Azospirillum spp. A aplicacdo de VitaSoil tem como principal
efeito a regeneracdo bioldgica de solos de culturas intensivas, estabelecendo uma flora microbiana
rizosférica eficiente que garante um desenvolvimento adequado de diferentes culturas. Desta forma
garante uma maior atividade microbiana, maior eficiéncia na reciclagem de nutrientes do solo e promove
um ambiente adequado para o desenvolvimento das culturas. A dosagem recomendada é de 10 1/ha com

uma aplicagdo mensal.

3.2.3. Esquema experimental

O ensaio teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagdo de matéria organica, através da aplicacdo do
adubo orgéanico Fertimax, e de rizobactérias, através do produto VitaSoil, na produgdo e rendimento da
cultura da alface, bem como nas propriedades bioldgicas do solo.

Desta forma, delimitaram-se quatro talhdes de terreno semelhantes, cada um com uma dimensao
aproximada de 225 m? (50 x 4,5 m) (Fig. 8).

Neste terreno foram realizadas duas plantagdes sucessivas, no mesmo local, onde foi aplicado o mesmo
esquema experimental aos quatro talhdes. Entre a colheita da primeira plantacdo de alface e a segunda

plantagdo decorreu aproximadamente um més, durante o qual o solo ndo teve qualquer tipo de cobertura.

Talhio A Talhdo C
Fertimax Cavalo VitaSoil
VitaSail
Talhio B Talhdo D
Fertimax Cavalo Testemunha

Figura 8 - Esquema experimental
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No talhdo A aplicou-se um adubo organico azotado granulado (Fertimax cavalo) e o produto VitaSoil.
No talhdo B aplicou-se apenas adubo orgénico azotado granulado (Fertimax cavalo).
No talhdo C aplicou-se apenas o produto VitaSoil.

No talhdo D nao foi aplicado adubo organico nem produto VitaSoil, sendo este o grupo de controlo.

Apenas se realizaram 4 talhdes, sem repeticoes de cada uma das modalidades, devido a necessidade de

conciliar este ensaio com a logistica de produgio do agricultor.

O adubo organico azotado granulado, Fertimax cavalo, foi aplicado ao solo antes da aplicacdo do

plastico negro de mulching. Foi aplicada uma taxa de aproximadamente 2400 kg/ha.

O produto VitaSoil foi aplicado através da agua de rega, por rega gota-a-gota. A aplicacao foi feita uma
semana apos a plantagdo, aquando da primeira rega feita pelo sistema gota-a-gota. Na primeira plantagédo
a aplicagdo foi realizada no dia 4 de julho, na segunda plantagdo a aplicacdo de Vitsoil foi feita no dia

30 de agosto. A dose de aplicagdo foi a recomendada pelo fabricante, 10 1/ha.

3.3. Praticas culturais no campo experimental

3.3.1. Preparacio do solo

No outono de 2023 realizou-se a sementeira de uma mistura de trigo com fava. Esta mistura foi
incorporada no terreno em margo de 2024, antes do inicio da campanha de alface de ar livre de primavera

verao.

A preparagdo do solo comecou por uma gradagem para incorporacao desta cultura de cobertura, seguiu-
se uma subsolagem para descompactacdo do solo a maior profundidade. Seguiu-se uma primeira
fresagem do solo e aplicagdo de um adubo orgénico azotado granulado nos talhdes A e B. Por fim,

realizou-se outra fresagem com a aplica¢do do plastico negro perfurado para mulching e da fita de rega.

Ap6s a colheita da primeira plantag@o o plastico negro e fita de rega foram removidos. O terreno ficou
sem qualquer cobertura durante cerca de um més. Apos este periodo foi feita uma subsolagem e duas

fresagens, de modo a garantir um bom esmiugamento do solo.

Posteriormente foi aplicado adubo organico azotado granulado, nos talhdes A e B e, por fim, realizou-

se outra fresagem simultanea a aplicagdo do plastico negro perfurado para mulching e da fita de rega.
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3.3.2. Instala¢ao da cultura

A instalagdo da cultura de alface foi feita através de plantagdo manual de plantas de alface produzidas
em mottes. A plantacdo ¢ feita através da colocag@o dos mottes em cima do solo, nos orificios do plastico.
O espagamento entre plantas foi de cerca de 28x28 cm, sendo a densidade de plantacdo de cerca de
120000 plantas/ha.

A primeira plantagdo decorreu nos dias 13 e 14 de junho de 2024. Na primeira plantagao foram aplicados
em cada talhdo 3 linhas de plastico negros para mulching, cada um com uma largura de cerca de 1,40 m
(Fig. 9 ¢ 10).

A segunda plantacdo ocorreu no dia 22 de agosto, exatamente no mesmo local da primeira. Nesta
plantagdo, devido a uma alteragdo na tecnologia de produgao, foram aplicados em cada talhdo quatro
linhas de plastico negro cada uma com uma largura de cerca de 85 cm (Fig. 11 e 12).

Em ambos os casos, a rega foi feita através de um sistema de aspersdo fixa durante uma semana apos a
plantacdo. Apds este periodo a rega passou a ser feita através do sistema gota-a-gota.

As datas das principais operagoes culturais encontram-se detalhadas no Quadro 5.

Figura 9 - Montagem do 1° ensaio (vista Este) Figura 10 - Montagem do 1° ensaio (vista Oeste)
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Figura 11 - Montagem do 2° ensaio (vista Este) Figura 12 - Montagem do 2° ensaio (vista Oeste)

Quadro 5 - Principais operagoes culturais realizadas no ensaio

out/23 Sementeira da cultura de cobertura
tar/24 Incorporac3o da cultura de cobertura e subsolagem

11/un/24 Fresagem e aplicacio de Fertimax (talhdes A e B)

12/um24 Fresagem e aplicac3o do pléstico negro e fita de rega

14/un/24 1* Plantacdo
21un/24 Aplicacdo de Vitasoil (talhdes A e C)

24/un/24 Aplicacio de fertilizante Hemostar Proteico
16/ul24 1% Colheita

20a254ul’24  |Remocdo dos plasticos e fitas de rega

13/ago/24 Subsolagem e fresagem

19/ago/24 Fresagem e aplicacio de Fertimax (talhdes A e B)

20/ago/24 Fresagem e aplicag3o do pléstico negro e fita de rega

22/ago/24 22 Plantacdo

30/ago/24 Aplicacio de Vitasoil (talhdes A e C)

03/set/24 Aplicacio de fertilizante Hemostar Proteico

01/out’24 2% Colhetta
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3.3.3. Tratamentos fitossanitarios e fertilizacao

No Quadro 6 sdo apresentados os tratamentos fitossanitarios realizados em cada um dos ensaios ¢ 0s

respetivos inimigos alvo.

Quadro 6 - Produtos fitofarmacéuticos aplicados na cultura

Substincia ativa Mareca comercial | Produto Fitofarmacéutico D%ta &f Praga/Doenca alvo BT
aplicacio Seguranca
Trichoderma harciamm T-22 Trianum P Fungicida 107062024 | Fungos do solo -
I Espirotetramato Movento Gold Inseticida 10/06/2024 | Lagartas de folhas 7 dias
Plantagdo
Bacillus thuringiensis estirpe GC-01 01072024
o _”” mg:s:rs.r e.smpe i Turex Inseticida e Lagartas de folhas -
(ssp. aizawai & ssp. kurstaki) Q072024 =
Trichoderma harziamum T-22 Trianum P Fungicida 19/08/2024 | Fungos do solo 3
z Jematodes entomopatogénicos - Stefnernema feltiad Capirel Inseticida 03/092024 | Lagartas de folhas -
Plantagdo
Bacillus thuringiensi irpe GC-91 10/08:2024
R _“} IF}SIQ}? g e.smpe . Turex Inseticida -, . | Lagartas de folhas =
(ssp. afzawai x ssp. kurstaki) 17/00/2024 s

A fertilizacdo foi feita através da aplicagdo de Hemostar Proteico (Quadro 7) em todas as modalidades.
Este ¢ um fertilizante liquido que foi aplicado através do sistema de rega gota-a-gota. Foi aplicada uma
dose de 40 L/ha cerca de 2 semanas apds cada uma das plantacdes de alface.

Nas modalidades A ¢ B também devera ser contabilizado o fornecimento de nutrientes pelo adubo

organico azotado Fertimax (Quadros 7 e 8), apesar de parte dos nutrientes fornecidos estarem na forma

orgénica.
Quadro 7 - Nutrientes fornecidos pelos fertilizantes Hemostar proteico e Fertimax
Parametros Hemostar Proteico | Fertimax Cavalo Total
(modalidades A ¢ B)

Matéria Organica (kg/ha) 8,28 1272 1280,28
Azoto Total (N) (kg/ha) 1,20 73,92 75,12
Azoto Organico (N) (kg/ha) 1,06 73,9 74,98
Fosforo Total (P,05) (kg/ha) 3,68 19,2 22,88
Potassio Total (K,0) (kg/ha) 2,30 9,6 11,9
Calcio Total (kg/ha) - 384 384
Magnésio Total (kg/ha) - 72 72
Aminoacidos Livres (kg/ha) 0,92 - 0,92
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Quadro 8 - Micronutrientes e metais pesados presentes no adubo orgdnico Fertimax

Fertimax Cavalo
Parimetros Composigao Unidades
(mg/kg) |aplicadas (kg/ha)

Boro Total 40 0,096
Cobre 45 0,108
Zinco 150 0,36
Niquel 9 0,0216
Cadmio 04 0,00096
Chumbo 10 0,024
Croémio 20 0,048
Mercurio 0,1 0,00024

3.3.4. Observacdes no campo e recolha de amostras de solo

Realizaram-se visitas semanais ao campo, com vista a0 acompanhamento do ciclo da cultura e para
avaliar a presenca de algum indicio de praga e sintomas/sinais de doengas que afetem a cultura da alface.

Estas visitas foram também necessarias para a recolha das amostras de solo.

Ao longo do ensaio recolheram-se amostras de solo em oito datas distintas. Foram recolhidas trés
amostras de terra compostas (retiradas de cinco locais, em formato de estrela) por cada modalidade (Fig.
13). As amostras foram recolhidas debaixo do mulching, junto as raizes das plantas na profundidade 0-

15 cm.

Talhio A Talhio C
AT C3
A2 c2
Al Cl
Talhic B Talhio D
B3 D3
B2 D2
Bl D1

Figura 13 - Esquema de colheita das amostras de terra nas diferentes modalidades

Foram realizadas analises quimicas as amostras colhidas em trés datas. Foi realizado o plaqueamento
para crescimento de fungos e para crescimento de bactérias, bem como a determinacdo da atividade
desidrogenasica em todas as amostras de forma a avaliar a evolug@o destes indicadores ao longo das
culturas e a influéncia dos diferentes tratamentos na atividade e presenca de microrganismos no solo. O

tipo de andlise realizada e data das colheitas estd expresso no Quadro 9.
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As amostras foram recolhidas com uma periodicidade de cerca de 15 dias, fazendo-se coincidir com
operagdes culturais importantes como a aplicagdo de VitaSoil ou colheita. A primeira recolha de
amostras de terra deu-se no dia 21 de junho, exatamente antes da aplicacdo de VitaSoil na primeira
plantacdo de alface. Fez-se também coincidir uma das amostras com dia da colheita a 16 de julho. No
dia 30 de agosto foi realizada também uma recolha de solo antes da aplicagdo de VitaSoil na segunda

plantagdo de alface e foram também recolhidas amostras no dia da segunda colheita, a 1 de outubro.

Quadro 9 - Cronograma das recolhas de amostras de solo

Operacido Data Analises realizadas Observacdes

12 Plantac3o 14/um

Quimicas, Plaqueamento e Atividade

1* Amostra de terra 21/jun Antes da aplicagio de VitaSoil

desidrogendsica

22 Amostra de terra 04/jul Plagueamento e Atividade desidrogendsica
3% Amostra de terra 16/ml Plagqueamento e Atividade desidrogendsica Apos a colheita
42 Amostra de terra 30/l Plagueamento e Atividade desidrogendsica
58 Amostra de terra 10/ago Qulipicas. i?diii::n?;?cz Aliedaie

2% Plantagdo 22/ago
6* Amostra de terra 30/ago Plaqueamento e Atividade desidrogendsica Antes da aplicacio de VitaSoil
7¢ Amostra de terra 13/set Plagueamento e Atividade desidrogendsica
&% Amostra de terra 01/out T e i i Apés a colheita

desidrogendsica

3.3.5. Colheita

A colheita do 1° ensaio foi realizada a 16 de julho de 2024. Foram colhidas 30 alfaces por cada
modalidade, de forma aleatéria ao longo do talhdo, totalizando 120 alfaces no conjunto das 4
modalidades.

A colheita do 2° ensaio realizou-se no dia 1 de outubro, sendo colhidas igualmente 30 alfaces por
modalidade.

As alfaces foram limpas de acordo com os padrdes de qualidade e exigéncias dos compradores, foram
removidas as folhas que estavam mais proximas do solo, necrosadas ou amareladas e as que
apresentavam algum defeito, como alguma podriddo ou algum estrago causado por pragas.
Posteriormente quantificou-se a massa das alfaces numa balanga de campo (Proficook). S6 apos a

pesagem se procedeu a lavagem das alfaces.
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3.4. Métodos laboratoriais

3.4.1. Meios de cultura para plaqueamento

A determinacdo dos microrganismos existentes no solo pode ser feita através de plaqueamento e
posterior observacdo e contagem ao microscopio das unidades formadoras de colonias (Blagodatskaya

& Kuzyakov, 2013).

De forma a avaliar o crescimento de microrganismos do solo, realizou-se o plaqueamento do extrato de
solo de cada uma das amostras de solo recolhidas em dois meios de cultura distintos. De forma a verificar
o crescimento de bactérias utilizou-se o meio LB (Luria Bertani); este meio foi preparado através da
dissolugdo de 25 g de LB broth (high salt) (Duchefa) e 15 g de agar bacteriological (Scharlau) em 1 L
de 4gua destilada. Comegou-se por dissolver LB broth em 500 ml de 4gua destilada e o pH foi acertado
até ao valor de 7,2 com a adi¢cdo de NaOH. Apds o equilibrio do pH adicionaram-se os restantes 500 ml
de agua destilada e o agar. Seguidamente, o meio foi levado a autoclave para esterilizagdo a 120 °C, 1
bar durante 15 minutos. Por fim, dentro de uma camara de fluxo, colocou-se o meio em placas de Petri

que foram fechadas e colocadas a temperatura ambiente.

Para avaliar o crescimento de fungos utilizou-se o meio PDA (Potato dextrose agar). Para a sua
preparagdo dissolveram-se 39 g de Potato Dextrose Agar (Biokar) em 1 1 de agua destilada e foi levado
a autoclave para esterilizagdo a 120°C, 1 bar durante 15 minutos. Apos arrefecimento foi adicionado um
antibiotico, que adiante se detalha, com o intuito de evitar o crescimento de bactérias, uma vez que estas
possuem, geralmente, um periodo de crescimento mais reduzido que os fungos. Por fim, dentro de uma
camara de fluxo, colocou-se 0 meio em placas de Petri que foram fechadas, colocadas dentro de um saco

e deixadas a temperatura ambiente.

Para evitar o crescimento de bactéria comecou-se por acrescentar ao meio PDA o antibiotico ampicilina
numa concentra¢ao no meio de 25 pg/ml, mas esta concentragdo permitiu um elevado crescimento de
bactérias (Fig.14). Para verificar se existia alguma resisténcia especifica das bactérias do solo a este
antibiotico adicionou-se canamicina a algumas placas e cloranfenicol a outras, verificando-se que ha
crescimento de bactérias com ambos os antibidticos (Fig.15 e 16). Optou-se entdo por acrescentar
canamicina ao meio PDA numa concentragdo 50 pug/ml, mas ainda se verificou crescimento de bactérias
(Fig. 17). Aumentou-se a concentracdo de canamicina no meio PDA para 100 pg/ml e, desta forma,

conseguiu-se controlar o crescimento de bactérias (Fig. 18).
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Figura 14 - Plaqueamento em meio PDA+ampicilina [25ug/ml]

98

Figura 15 - Plagueamento em meio

PDA+ ampicilina+ cloranfenicol Figura 16 - Plaqueamento em meio PDA+ampicilina+canamicina

Figura 17 - Plaqueamento em meio PDA+canamicina [50ug/ml]

Figura 18 - Plaqueamento em meio PDA+canamicina [100ug/ml]
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3.4.2. Extrato de solo

O extrato de solo para plaqueamento foi preparado a partir de cada uma das amostras de solo recolhidas.
Comegou-se por moer a amostra com um pildo num almofariz, pesou-se 0,2 g dessa amostra moida e
adicionaram-se 500 ul de agua desionizada num tubo de Eppendorf. Colocou-se o tubo num agitador
durante 15 minutos (300 rpm a temperatura ambiente) e, por fim, centrifugou-se durante 5 minutos a

1300 rpm.

3.4.3. Plaqueamento

O plaqueamento foi realizado dentro de uma camara de fluxo laminar devidamente desinfetada. Pipetou-
se cuidadosamente 100 pl do sobrenadante do extrato de solo preparado para cada placa. Com o auxilio
de um espalhador desinfetado, distribuiu-se o extrato de solo de forma uniforme em toda a superficie do

meio de cultura.

Apos este processo as placas com meio PDA foram colocadas fechadas a temperatura ambiente de forma
a avaliar o crescimento de fungos. Ap6s alguns dias foram contadas as colonias formadas e a diversidade

de fungos presentes.

As placas com meio LB foram colocadas fechadas numa cdmara a 37 °C para o crescimento de bactérias.

Ap6s 24 horas as colonias formadas foram contadas.

Para cada amostra de solo retirada foram realizados dois plaqueamentos para fungos e dois
plaqueamentos para bactérias. O niimero de colonias formadas de fungos ou de bactérias das duas placas

da mesma amostra foram somados para apresentagdo dos resultados finais.

3.4.4. Atividade da enzima desidrogenase

A medigdo da atividade desidrogenasica do solo ¢ feita laboratorialmente recorrendo ao método de
Casida et al. (1964). E utilizado cloreto de trifeniltetrazélio (TTC), incolor, que ao ser reduzido pelas
desidrogenases presentes no ambiente do solo origina um produto insolivel de cor vermelha, o
trifenilformazano (TPF). O TPF formado ¢é entdo quantificado por espetofotometria na faixa de luz
visivel (485 nm), sendo que amostras com uma cor mais avermelhada tém maior atividade
desidrogenasica e amostras mais incolores tém menor atividade desidrogenasica (Wolinska &

Stepniewska, 2012).

Comegou-se por preparar uma solugdo Tris 0,1 M através da dissolucao de 15,76 g de Tris em 1 1 de

agua destilada. O pH foi acertado até ao valor de 7,6 através da adigdo de NaOH.
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Preparou-se também uma solugdo TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio) 1% em Tris, através da

dissolucdo de TTC na solugdo Tris preparada anteriormente.

Para cada amostra de solo pesaram-se dois tubos com 1 g de solo, previamente moidas num almofariz.
Para o controlo, foram adicionados 333 pul de glucose (solugdo 0,1%) e 666 ul de solugdo Tris a um tubo
de cada amostra de solo (com 1 g). Para a reagdo foram adicionados, numa camara escura, 333 ul de
glucose (solugdo 0,1%) e 666 pul de solugdo TTC a um tubo de cada amostra de solo (com 1 g). Todas

as amostras foram colocadas a incubar no escuro, a 30° C com uma ligeira agitacdo durante 42 horas.

Apos o periodo de incubagdo, numa camara escura, foram adicionados 3 ml de metanol a cada tubo de
forma a parar a reagdo e filtrou-se cada uma das amostras. Apos a filtragem pipetou-se 1 ml de cada
amostra para cuvetes e determinou-se a absorvdncia num espetofotometro (Cecicl CE1011) a um

comprimento de onda de 485 nm.

Devido a dificuldade de obter 1 ml de cada amostra para determinar a absorvancia houve necessidade
de alterar o procedimento, duplicando a escala do procedimento anteriormente realizado. Para cada
amostra de solo pesaram-se entdo 2 tubos com 2 g de solo. Para o controlo adicionaram-se 666 pul de
glucose (solugdo 0,1%) e 1332 ul de solugdo Tris a um tubo de cada amostra de solo. Para a reagdo
foram adicionados, numa camara escura, 666 pl de glucose (solucdo 0,1%) e 1332 pl de solugdo TTC a
um tubo de cada amostra de solo. Todas as amostras foram colocadas a incubar no escuro, a 30° C com
uma ligeira agitagdo durante 42 horas. Apés o periodo de incubagdo, numa cimara escura, foram
adicionados 6 ml de metanol a cada tubo de forma a parar a reagdo. Cada uma das amostras foi
centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos, retirando-se depois 1 ml de sobrenadante para determinagao

da absorvancia num espetofotometro (Cecicl CE1011) a um comprimento de onda de 485 nm.

Devido a indisponibilidade do composto de referéncia para esta reagdo, ndo foi possivel realizar uma
curva de calibragdo nem quantificar a atividade enzimatica. Os dados s@o, por isso, apresentados na
forma de absorvancias, permitindo fazer uma comparagdo entre modalidades ¢ ao longo do ciclo da
cultura. Os valores da absorvancia foram ajustados através da subtragdo da absorvancia medida na
reacdo de controlo e posterior multiplicagdo pela percentagem de matéria seca do solo. A matéria seca
foi determinada colocando uma amostra de cerca de 500 mg de solo numa estufa a 100 °C durante 72
horas. Apds o ajuste dos valores da absorvancia, fez-se uma média dos valores de absorvancia das 3
amostras retiradas em cada modalidade, ficando apenas com um valor médio por modalidade, para cada

amostra.
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3.4.5. Analises quimicas ao solo

a. pH e condutividade elétrica
Para a medicao do pH e da condutividade elétrica do solo pesaram-se 10 g de solo de cada das amostras,
aos quais foram adicionados 25 ml de agua destilada. As suspensdes foram colocadas num agitador
mecanico durante 1 hora a temperatura ambiente a 160 rpm. Apoés a agitagdo determinou-se o pH através
de um potenciémetro (Orion 3 Star Thermo Scientific) (Fig. 19) e a condutividade elétrica através de

um condutivimetro (Orion Star A212 Thermo Scientific) (Fig. 20).

Figura 19 - Potenciometro Orion 3 Figura 20 - Condutivimetro Orion
Star Thermo Scientific Star A212 Thermo Scientific

b. Matéria organica

Para a determinagdo da matéria organica comegou-se por pesar cerca de 0,5 g de cada amostra de solo.
Estas amostras foram colocadas num analisador elementar (multi EA 4000 Analytik Jena) que mede o
contetido de carbono total presente em cada uma das amostras.

Devido a uma avaria neste equipamento nao foi possivel fazer a medi¢do do carbono inorgéanico. Assim,
identificou-se a amostra de solo que tinha maior valor de pH e mediu-se, num calcimetro de Bernard, o
volume de CO; libertado pela amostra quando reage com acido cloridrico. Esta medi¢do resultou num
teor de carbono inorganico inferior a 0,5%, assim assumiu-se que o teor de carbono inorganico era de
0%.

A partir dos teores de carbono lidos no aparelho, calculou-se o teor de matéria organica do solo

utilizando a equagao
MO (%) = [Carbono total (%) — Carbono inorganico (%)] X 1,724

c¢. Fosforo e potassio extraivel
Para a determinar o fosforo e potassio extraiveis do solo, pesaram-se 2 g de solo aos quais se adicionaram
40 ml de solugdo extratante de Egner-Riehm (lactato de amoénio) por cada amostra de solo. As
suspensdes foram colocadas 2 horas num agitador mecénico a temperatura ambiente a 160 rpm,
posteriormente as amostras foram centrifugadas durante 7 minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente.
Pipetaram-se 10 ml da solug@o e realizou-se a medigdo dos elementos num ICP-OES (Thermo Scientific

iCAP 7000 Series ICP-OES) (Fig. 21).
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d. Catides nao acidos de troca (Na, K, Ca, Mg)
Para a determinagdo dos catides nao acidos de troca do solo, sédio (Na), potassio (K), calcio (Ca) e
magnésio (Mg), pesaram-se 2 g de solo de cada amostra e adicionaram-se 30 ml de solugdo extratante
de acetato de amoénio 1 N em cada uma. As amostras foram colocadas 15 minutos num agitador mecanico
a 160 rpm a temperatura ambiente. Seguidamente as amostras foram centrifugadas, realizou-se a

pipetagem e a medig@o dos elementos num ICP-OES, tal como descrito anteriormente.

e. Microelementos extraiveis (Fe, Cu, Zn, Mn)
Para determinar os teores de ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn) e manganés (Mn) extraiveis do solo,
pesaram-se 4 g de solo de cada amostra e adicionaram-se 40 ml de solugdo extratante de Lakanen
(AAACc-EDTA). As suspensdes foram colocadas, durante 30 minutos, num agitador mecanico a 160 rpm
a temperatura ambiente. Seguidamente as amostras foram centrifugadas, realizou-se a pipetagem e a

medicao dos elementos num ICP-OES, tal como descrito anteriormente.

f. Boro
Para a determinacdo do boro extraivel pesaram-se 12,5g de solo de cada uma das amostras e
adicionaram-se 25 ml de solugdo extratante CaCl, 0,01M. Agitaram-se os tubos de forma a humedecer
toda a amostra de solo e colocaram-se num digestor a 100 °C durante 10 minutos. Seguidamente as
amostras foram centrifugadas, realizou-se a pipetagem e a medi¢do dos elementos num ICP-OES, tal

como descrito anteriormente.

-_“

ICAP 7000 SERES

Figura 21 - ICP (Thermo Scientific iCAP 7000 Series ICP- OES)

g. Azoto mineral
Para a determinagdo do azoto mineral do solo (NH4s" e NO3"), pesaram-se 6 g de solo de cada uma das
amostras e adicionaram-se 30 ml de solucdo extratante de cloreto de potassio (KCl 2 N). As amostras
foram colocadas num agitador mecanico durante 1 hora a 160 rpm a temperatura ambiente .
Seguidamente, foram centrifugadas durante 7 minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. Pipetaram-
se 10 ml da solucgdo e realizou-se a determinag¢éo individual do azoto mineral nas formas de NHs" e NO5"
por espectrofotometria de absor¢do molecular num auto analisador de fluxo segmentado (Skalar)

(Fig.22).
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Figura 22 - Auto analisador de fluxo segmentado (Skalar)

3.5. Tratamento dos dados

No caso dos dados das analises quimicas ao solo e da atividade desidrogendsica, em que ha dados
recolhidos nas diferentes modalidades em varias datas, foram realizadas duas analises de variancia
(ANOVA) cada uma a um fator, seguidas de testes de Tukey, com um nivel de significancia de 5%
(0=0,05) para discriminar diferencas significativas entre as médias obtidas, sempre que a ANOVA
indicou efeito do fator. A validade dos pressupostos de normalidade e homogeneidade da variancia dos
erros aleatdrios foi avaliada graficamente.

Estas duas analises de variancia foram utilizadas para discriminar diferencas entre as modalidades para
a mesma data e discriminar diferengas dentro da mesma modalidade em datas diferentes. Assim,
agruparam-se as duas analises sempre num mesmo quadro, usando letras maiusculas para diferencgas
entre datas, na mesma modalidade e letras minasculas para diferengas entre modalidades na mesma data.

Todas as analises estatisticas foram efetuadas utilizando a aplica¢do R (R Core Team, 2024).

No caso das massas das alfaces colhidas realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) a um fator,
seguida de teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. A validade dos pressupostos de normalidade

e homogeneidade da varidncia dos erros aleatorios foi avaliada graficamente.

Os dados referentes a contagens de colonias de bactérias e fungos ndo sofreram tratamento estatistico.
Uma vez que foram feitas duas placas por cada amostra, o nimero de colonias em cada placa foi somado.
Para obtengdo de um valor por modalidade somou-se o nimero de colonias das 3 amostras de cada
modalidade, para uma determinada data. No caso das coldnias de fungos, contabilizou-se também a

diversidade de fungos presentes em cada placa, através do aspeto e cor das coldnias formadas.
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3.6. Analise economica

Para a realizagdo da analise economica utilizaram-se os dados obtidos da massa média por alface em
cada um dos ensaios, a densidade de plantagdo e o preco de venda fornecido pelo produtor, de forma a
obter o valor da receita bruta por modalidade em cada um dos ensaios. Os valores foram reportados a
unidade de um hectare para mais facil compreensao.

Os custos dos produtos Fertimax e VitaSoil e da aplicagdo de Fertimax foram fornecidos pelo produtor
e remetidos também a unidade de um hectare.

Calculou-se a diferenca entre a receita bruta e os custos das aplicagdes dos produtos Fertimax e VitaSoil
para cada modalidade, que se optou por ndo apresentar nos quadros por serem pouco informativos.
Apresentou-se o valor de acréscimo de receita de cada modalidade relativamente ao controlo (D), de
forma a perceber qual o ganho econdémico de cada uma das modalidades, relativamente a ndo aplicagdo

de nenhum dos produtos em estudo.
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4. Resultados e discussao

4.1. Produtividade da cultura

No Quadro 10 apresentam-se as massas médias de uma alface, por modalidade, em cada um dos ensaios

realizados.
Quadro 10 - Massas médias de alface nos 2 ensaios realizados
Modalidade Massa média.de 1 alface Massa média ‘de 1 alface
1° ensaio (g) 2° ensaio (g)
A Adubo organico azotado + Rizobactérias 472,6 ab 516,0 a
B Adubo organico azotado 4754 a 5034 a
C Rizobactérias 450,5 ab 462,7 ab
D Testemunha 4376 b 4324 b

Letras diferentes em coluna correspondem a diferencas significativas nos valores médios pelo teste de Tukey (¢=0,05)

No 1° ensaio, em termos absolutos, pode verificar-se que a massa média da modalidade B (onde sé foi
aplicado o adubo orgénico azotado Fertimax) foi a mais elevada, com uma massa média por alface 9%

(37,8 g) superior a modalidade D, o controlo.

No 2° ensaio pode verificar-se que a modalidade A, onde foi aplicado adubo organico azotado e o
produto VitaSoil (rizobactérias), obteve a maior massa média por alface, sendo este 19% (83,6 g)
superior a massa média das alfaces da modalidade D. Também a modalidade B obteve uma massa média
por alface elevada, 16% (71 g) superior a modalidade D. A modalidade C, em que s6 foi aplicado o
produto VitaSoil, ndo apresentou diferencas significativas relativamente a nenhuma das outras

modalidades, evidenciando um comportamento intermédio.

Na comparagdo dos dois ensaios pode verificar-se que, em ambos, a modalidade B apresentou uma
massa média por alface significativamente diferente do controlo. A modalidade C, em que s6 foi aplicado
VitaSoil, ndo apresentou diferengas significativas para nenhuma das outras modalidades em ambos os
ensaios. Pode também observar-se que as massas médias por alface no 2° ensaio foram superiores as
massas do 1° ensaio em todas as modalidades, com excecdo do controlo D. Os efeitos, principalmente
da aplicag¢@o do adubo organico azotado, parecem ser cumulativos, uma vez que nas modalidades em

que este composto foi aplicado, houve um aumento significativo da massa média por alface.
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Desta forma, o fator que mais parece afetar a massa das alfaces € a aplicagdo do adubo organico azotado,
uma vez que, em ambos os ensaios, as modalidades A e B apresentam as maiores massas médias por
alface. Para além disso, estas duas modalidades sdo estatisticamente semelhantes, dando uma ideia do
menor efeito do complexo de rizobactérias aplicado em A e C. O efeito isolado da aplicacdo do complexo
de rizobactérias VitaSoil ¢ bastante reduzido, ndo havendo uma diferenga estatistica significativa para o
controlo.

Os resultados estdo de acordo com o demonstrado por Liu et al. (2014), que verificaram que a
combinagdo de adubos orgénicos com fertilizantes liquidos promovia um maior crescimento de alface,
tendo também um efeito positivo na qualidade do solo e resultou numa menor acumulacio de nitratos
nas folhas de alface. Ribeiro et al. (2010) verificaram que a aplicacdo de um adubo orgéanico azotado
combinado com a aplicagdo de estrume pode aumentar a taxa de mineralizagdo de azoto e desta forma
fornecer mais azoto as plantas. Esta aplicagdo combinada de estrume com adubo orgénico azotado foi a

modalidade que levou a uma maior produtividade de alface cultivada em vaso.

Através da quantificacdo da massa média por alface em cada uma das modalidades, nos 2 ensaios
realizados foi possivel realizar uma andlise econémica para avaliar qual a modalidade mais benéfica

para o agricultor (Quadros 11 e 12).

Quadro 11 - Andlise economica das diferentes modalidades no 1° ensaio

Acréscimo de receita

: Massa média de | alface o Receita bruta Custo das aplicagbes de 5
Modalidade : Produtividade (t'ha i . elativamente ao control
ade 1° ensaio (kg) e {ha) (€ha) Fertimax e/ou VitaSoil (€ha) Feavam é;:; olo (D)
A 0473 ab 56.7 5104304 € 61580 € 316420€
B 0,475a 57,1 5134842 € 573,80 € 3511.58€
C 0451 ab 341 48 63586 € 4200 € 135082 €
D 0438 b 325 4726304 € 000 € -
Letras diferentes em coluna correspondem a diferengas significativas nos valores médios pelo teste de Tukey (a=0,05)
Quadro 12- Analise econdémica das diferentes modalidades no 2° ensaio
. Acréscimo de receita
: Massa média de 1 alface o Receita bruta Custo das aplicagies de :
Modalidad ; Produtividade (tha : ; elativament trolo
=0e 2° ensaio (ke) Bl iy (€/ha) Fertimax elou VitaSoil (Eha) o (;;‘;;‘m slo (1)
A 0,516 a 61.9 5572440 € 615,80 € 840581 €
B 0,503 a 60,4 54 363.60 € 573,80 € 7087.01 €
C 0,463 ab 355 49 96800 € 42.00€ 322321€
0432b 519 46 70280 € 0,00 €

Letras diferentes em coluna correspondem a diferengas significativas nos valores médios pelo teste de Tukey (a=0,05)
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No Quadro 11, no 1° ensaio, pode observar-se que a modalidade B apresenta uma produtividade por
hectare cerca de 5,6 t superior a produtividade do controlo. Esta diferenga na produtividade resulta numa
grande diferenca nas receitas brutas obtidas nestas duas modalidades. Contabilizando os custos
associados a esta modalidade (aquisicdo do adubo organico azotado e sua aplicacdo) observa-se que
ainda hd um acréscimo de receita de 3500 € relativamente a nao aplicacdo de adubo orgénico azotado e
complexo de rizobactérias (modalidade D). A produtividade alcangada na modalidade A foi semelhante

a modalidade B, sendo os custos de aplicagdo superiores, devido ao custo do VitaSoil.

No Quadro 12, na 2? plantagdo, pode verificar-se que que a modalidade A tem uma produtividade 10 t
superior ao controlo. Com a aplicagdo do adubo orgénico azotado e do complexo de rizobactérias ha um

acréscimo de receita de 8400 € por hectare.

Nos dois ensaios a modalidade B mostrou-se a mais produtiva e lucrativa, havendo um ganho econémico
significativo relativamente ao controlo. A modalidade C apresenta-se como mais econémica, pois a
aquisi¢do e aplicagdo de Fertimax ¢ dispendiosa, mas a produtividade é bastante inferior. A modalidade
D tem menor produtividade em ambos os ensaios, reforcando a importancia da aplicagdo do adubo

orgénico azotado.

Se, durante a campanha de primavera-verdo de 2024 tivessem sido aplicados os tratamentos da
modalidade B (Fertimax) nas duas produgdes de alface realizadas naquele terreno, o produtor teria um

aumento de receita de cerca de 10 500 €/ha relativamente a nao aplicagdo deste produto.

No contexto empresarial, a aplicacdo de qualquer um destes dois produtos revelou ser possivel e de
relativa facilidade para o produtor. O produtor ja tinha incluido no calendario de operagdes para a cultura
da alface a aplicagdo de um adubo organico, dispondo ja de todo o equipamento necessario para a sua
aplicagd@o. Relativamente ao complexo de rizobactérias, a sua aplicagdo ¢é realizada através da agua de
rega. O produtor utiliza o sistema de rega gota-a-gota e possui um sistema de injecdo de fertilizantes,

pelo que a sua aplicagdo também se tornou facil, sem necessidade de investimento em nenhum material.
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4.2. Impacto das modalidades nas propriedades biologicas e quimicas do solo

4.2.1 Fungos

Ap6s o plaqueamento do extrato de solo das diversas amostras, contabilizou-se o nimero de coldnias

de fungos e agruparam-se, de forma a obter um valor por modalidade, para uma determinada data.

Nas Figuras 23 e 24 pode observar-se o crescimento de fungos nas duas placas da amostra D1 de

30/08/2024.

Figura 23 - Plaqueamento de fungos (meio PDA+Canamicina) da Figura 24 - Plaqueamento de fungos (meio PDA+Canamicina) da
amostra DI de 30/08/2024 (vista superior da placa) amostra D1 de 30/08/2024 (vista inferior da placa)

Pode observar-se, na Figura 25, a evolugdo do numero de fungos, agrupados por modalidade,

contabilizados no plaqueamento do extrato de solo em meio PDA ao longo de todo o ensaio.
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Figura 25 - Evolugdo do numero de colonias de fungos contabilizados no plaqueamento do extrato de solo
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De uma forma geral, no inicio do ensaio, na primeira amostra de terra retirada, verifica-se que o nimero
de fungos que cresceram nas placas foi, de uma forma geral, reduzido. Isto pode dever-se ao periodo de
varios meses, entre o final do outono e o inicio da primavera, em que o campo esteve semeado com
culturas de cobertura ¢ houve uma pausa na cultura habitualmente cultivada, a alface. Intervalos de
cultivo de monoculturas, especialmente se forem utilizadas culturas de cobertura podem alterar o
microbioma de fungos do solo (Ali et al., 2022). As mobilizagdes realizadas para a instalacdo da cultura
sdo algo intensas, podendo levar a uma diminuicdo de fungos no solo.

Com o avangar das culturas ha uma tendéncia de aumento no numero de fungos contabilizados, com
maior incidéncia nas amostras de 13 de setembro (com excecdo da modalidade B). Este maior nimero
de fungos no solo com o avangar da cultura podera estar relacionado com a sucessdo da mesma cultura

no mesmo local, uma vez que foram realizadas duas plantagdes sucessivas.

Na modalidade A observa-se um ligeiro aumento do ntimero de fungos ap6s a primeira aplicagdo do
complexo de rizobactérias VitaSoil e um decréscimo acentuado apds a colheita, sugerindo que o
complexo de rizobactérias promoveu um crescimento de fungos no solo e com a auséncia da cultura
estes fungos deixaram de se desenvolver. Apds a segunda plantagao e a nova aplicacdo de VitaSoil ha
um crescimento importante dos fungos do solo, seguido de uma reducdo abrupta até a colheita, podendo
dever-se a uma diminui¢ao dos recursos disponiveis e também da temperatura (ver 3.1.2.).

Na modalidade B ha um crescimento do nimero de fungos até ao dia 4 de julho, apds essa data observa-
se um decréscimo. Segue-se um pico durante o periodo em que o solo estava sem qualquer cultura, este
dado pode sugerir que a maioria dos fungos presentes no solo seriam independentes da cultura da alface
que estava a ser cultivada. Apos a segunda planta¢do ocorre novamente um aumento, menos acentuado,
no numero de fungos.

Na modalidade C ha um aumento importante do numero de fungos apds a primeira aplicagdo do
complexo de rizobactérias, mas logo a seguir ha uma reducdo abrupta. Apos a segunda aplicagdo de
VitaSoil ocorre novamente um aumento do nimero de fungos no plaqueamento.

Na modalidade D ha um aumento do niimero de fungos no solo durante a primeira cultura de alface,
havendo uma redugdo durante o periodo sem cultura no solo. Apdés a segunda plantagdo ocorre
novamente um aumento no niimero de fungos no solo, mas nunca atingindo os valores observados nas

modalidades A e B.

Ao analisar ambos os ensaios realizados pode verificar-se que, de uma forma geral, hd um maior
desenvolvimento de fungos nas modalidades A ¢ B, comparativamente a modalidade de controlo D,
apesar de todas as flutuagdes que ocorreram ao longo dos ensaios ¢ do comportamento distinto das
mesmas modalidades nas duas planta¢Ges. Provavelmente a adigdo de matéria organica levou a um
maior desenvolvimento de fungos. Sun et al. (2016) verificaram que a aplicacdo de matéria organica
num longo periodo levou a um aumento do niimero de fungos do solo ¢ a alteragdes na composigdo da

comunidade de fungos do solo.
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Para além da quantificagdo do niimero de colodnias, contabilizou-se também a diversidade aparente de

fungos por modalidade (Quadro 13).

Quadro 13 - Diversidade aparente de fungos contabilizados nas diferentes modalidades

Modalidade | 21/jun 04/jul 16/jul i 30/ul 10/ago | 30/ago 13/set 01/out
A 5 1 6 5 4 5 3 5 4
B 4 4 5 6 5 4 3 4
C 5 5 5 4 4 5 6 4
D 2 5 5 6 4 5 5 4

Ao observar o Quadro 13 pode verificar-se que na diversidade aparente de fungos presentes nas
diferentes amostras também nZo houve um efeito marcado dos tratamentos aplicados em cada
modalidade. 15 dias apds a primeira aplicagdo de VitaSoil, no dia 4 de julho, ndo ha um efeito marcado
deste produto, havendo um aumento ou manutencédo da diversidade de fungos em todas as modalidades.
O maior numero de colénias de fungos identificadas ¢ também o mesmo para todas as modalidades, 6,

apenas identificadas em datas diferentes.

4.2.2. Bactérias

Ap6s o plaqueamento do extrato de solo em meio LB, procedeu-se a contagem de coldnias de bactérias,

como se pode verificar nas Figuras 26 e 27. A evolugdo do nimero de colonias de bactérias

contabilizadas no plaqueamento do extrato de solo ao longo de todo o ensaio estd representada na Figura
28.

Figura 26 - Plaqueamento de bactérias (meio LB) da amostra A3 Figura 27 - Plaqueamento de bactérias (meio LB) da amostra A3
de 30/08/2024 (vista superior da placa) de 30/08/2024 (vista inferior da placa)
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Figura 28 - Evolug¢do do numero de colonias de bactérias contabilizadas no plaqueamento do extrato de solo ao longo de todo o ensaio

No inicio da primeira plantagdo, as modalidades onde tinha sido previamente aplicado o adubo orgénico
azotado (A e B) s@o as que apresentam maior numero de bactérias no extrato de solo. As modalidades C
e D apresentam menores valores.

Apo6s 15 dias hd um decréscimo elevado na modalidade B. Nas modalidades onde foi aplicado o
complexo de rizobactérias (A e C) hd um aumento no nimero de bactérias no solo. No controlo ocorre
também um ligeiro aumento.

Até a primeira colheita ha um ligeiro decréscimo no numero de bactérias em todas as modalidades exceto
na modalidade C.

Durante a época de pousio do terreno ha alguma variagdo em todas as modalidades, mas de uma forma
geral, ha um maior crescimento de bactérias nos grupos onde foi aplicado o adubo orgénico azotado e
um decréscimo nos outros dois grupos.

Apods a 2% plantacdo ocorre um aumento generalizado das bactérias contabilizadas em todas as
modalidades, mas mais uma vez, superior nas modalidades onde foi aplicado o adubo orgéanico azotado.
Ap6s 15 dias ha uma reducdo em todas as modalidades, ndo sendo visivel nenhum efeito do complexo
de rizobactérias VitaSoil, transparecendo uma persisténcia curta destas rizobactérias no solo.

Até a colheita ha um aumento acentuado na modalidade A, sendo que todas as restantes mantém o

namero de colonias contabilizadas.
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De uma forma geral, verifica-se uma tendéncia de maior numero de coldnias de bactérias nas
modalidades A e B, com adubo organico azotado, e menor nimero nas modalidades C e D. Esta
tendéncia parece acentuar-se ao longo do tempo, podendo estar relacionado com um efeito cumulativo
da aplicacdo de matéria orgéanica.

Em ambos os ensaios parece verificar-se uma persisténcia das rizobactérias, aplicadas através do
complexo VitaSoil, muito curta no solo. Este resultado ¢ corroborado pelos trabalhos de Vuolo et al.
(2022), em que, na sua revisao, referem que algumas bactérias promotoras do crescimento vegetal (onde
se incluem Azospirillum spp. e Azotobacter spp.) t€m por vezes um tempo de persisténcia muito curto
na rizosfera, especialmente em condigdes de cultivo ao ar livre, levando a uma baixa eficiéncia como
biofertilizantes.

Callaghan et al. (2022) referem que a adigdo de carbono organico é um dos fatores que pode aumentar

a persisténcia de microrganismos inoculados, mas no presente estudo tal ndo se verificou.

Realizou-se também plaqueamento dos produtos VitaSoil e Fertimax, verificando-se o crescimento
muito elevado de bactérias em ambos os produtos. Desta forma confirmou-se a presenca de bactérias

vidveis em ambos os produtos.

De forma a avaliar de forma mais clara o efeito cumulativo dos produtos aplicados realizou-se a soma

do numero total de colonias contabilizadas por modalidade durante todo o ensaio (Quadro 14).

Quadro 14 - Soma do numero de colénias de bactérias contabilizadas por modalidade durante toda a duragdo do ensaio

Modalidade baz;rcizlsézigaris:do
A 25455
B 25458
C 19511
D 17841

Ao somar todas as coldnias de bactérias contabilizadas pode constatar-se que nao é evidente a a¢do do
complexo rizosférico bacteriano VitaSoil no crescimento e desenvolvimento destas colonias.

O adubo orgéanico azotado parece ter um efeito mais marcado de aumento do niimero de colonias
presentes nas placas. Verifica-se que os numeros de colonias de bactérias contabilizadas sdo semelhantes
nas duas modalidades onde este adubo foi aplicado, A e B. Nas modalidades onde néo foi aplicado o
adubo organico azotado (Fertimax), C e D, ha um nimero bastante inferior de colonias contabilizadas.
Estes resultados estdo de acordo com Alori et al. (2023) e Zhen et al. (2014), que verificaram que a

aplicacdo de um composto organico levou a um maior crescimento de bactérias.
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4.2.3. Atividade desidrogenasica

A enzima desidrogenase ¢ utilizada como um indicador geral da atividade microbiana do solo, pois
existe no interior das células de qualquer microrganismo (Wolinska & Stepniewska, 2012). A atividade
da enzima desidrogenase foi contabilizada através da quantificagdo da absorvancia de cada uma das

amostras recolhidas ao longo de todo o ensaio.

Na Fig. 29 pode observar-se o grupo de controlo onde néo foi adicionado cloreto de trifeniltetrazolio
(TTC), ficando a amostra incolor. Na Fig. 30 observa-se a reacdo nas diferentes amostras, onde foi
adicionado TTC. O TTC foi reduzido pelas desidrogenases presentes no solo, formando um produto

insolavel de cor vermelha o TPF, trifenilformazano.

Figura 30 - Cuvetes do grupo de rea¢do para medicdo da atividade desidrogendsica (amostra de 4/7/24)
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A evolucao da atividade desidrogenasica ao longo de todo o ensaio encontra-se representada na Figura
31.
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Figura 31 - Evolug¢do da atividade da desidrogenase ao longo do ensaio

Na primeira plantacao a atividade enzimatica aumenta de forma consideravel alcangando um pico na
amostra de 4 de julho, sendo que o maior valor alcangado corresponde a modalidade D, o controlo. Apos
esta data todas as modalidades apresentam uma queda expressiva na atividade enzimatica até a colheita.
Ap6s a 1? colheita, durante o periodo sem cultivo, todas as modalidades apresentaram uma atividade

enzimatica baixa e similar.

Quando ¢ realizada a 2% plantagdo da-se um aumento gradual da atividade da desidrogenase, excepto na
modalidade D, cuja atividade enzimatica s6 comega a aumentar apds a amostra de 30 de agosto. Nas
modalidades A, B ¢ D ha um aumento gradual até a data da colheita, a 1 de outubro. Na modalidade C

ha um ligeiro decréscimo até a data da colheita.

A modalidade D foi aquela em que a atividade enzimatica que aparentou ter um comportamento mais
variavel; na primeira plantagdo teve o maior aumento de todas as modalidades e durante o periodo sem
cultivo apresentou um valor de absorvancia muito baixo. Esta modalidade apresenta uma resposta da

atividade enzimatica com grande volatilidade as condi¢des do solo e a presenga/auséncia de cultura.

De forma a avaliar diferengas significativas da atividade enzimatica da desidrogenase entre modalidades

e entre datas realizaram-se testes de Tukey com nivel de significancia de 5% (Quadro 15).
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Quadro 15 - Evolugdo da atividade enzimadtica da desidrogenase do solo nas diferentes modalidades durante toda a duracdo do ensaio,
apresentada em valores de absorvdancia no comprimento de onda 485 nm

Modalidade | 21fun |  O4jul i  16/ul 304ul | 10ago | 30ago |  I3set . Ol/out
A 0,118 ABC {0311bAB :0,1982 ABC 0,091aC  i0,113aBC 10,141 a ABC {0,167 a ABC {0330a A
B 0068aB  0372abA (0,101aB  [0068aB  (0,100aB  {0,110abB (0,142aB {02232 AB
C 0,148 a B 50,420 ab A 50,172 aB  0069aB  i0051aB 0,104ab B 50,237 a AB 50,217 a AB
D 0,117aBC  0448a A i0135aBC [0,124aBC {0,107aBC {0058bC  i0,177aBC [0233aB

Letras maiusculas correspondem a diferencas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minusculas correspondem a diferengas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na coluna (efeito da modalidade)

Ao realizar um teste de Tukey aos valores medidos da absorvancia verifica-se que na maioria das
amostras nao ha diferencas significativas entre as modalidades, ndo havendo um padrao que relacione a

atividade enzimatica com as modalidades.

Apenas nas amostras de 4 de julho e de 30 de agosto ha diferencgas significativas entre algumas das
modalidades. A 4 de julho a modalidade D apresenta uma atividade enzimatica superior e
significativamente diferente da modalidade A. Nesta data ja tinha sido aplicado o complexo de
rizobactérias VitaSoil nas amostras A e C, mas ndo ¢ possivel verificar se a diferenca na atividade
enzimatica estaria relacionada com a sua aplicagdo uma vez que a amostra C ndo apresenta diferencas

significativas para nenhuma das restantes.

Na amostra de 30 de agosto, a modalidade A apresenta uma atividade enzimatica superior e
significativamente diferente da amostra D. Na altura da recolha das amostras ainda ndo tinha sido
aplicado o complexo de rizobactérias VitaSoil e, uma vez que a amostra B ndo apresenta diferencas
significativas para nenhuma outra, ndo se pode correlacionar o aumento da atividade desidrogenasica

com a aplicacdo do adubo organico azotado, que foi aplicado as amostras A e B.

A atividade desidrogenésica do solo ¢ afetada pelo teor de agua do solo, disponibilidade de oxigénio,
potencial redox do solo, matéria organica, pH, profundidade do solo, temperatura, época do ano,
presenga de metais pesados e presenca de fertilizantes e pesticidas (Wolinska & Stepniewska, 2012). A
aplicagdo de fertilizantes organicos a longo prazo leva a um aumento da atividade da enzima

desidrogenase no solo (Chu et al., 2007).

Estes dados reforgam a ideia de que ndo ¢é possivel associar de forma clara nenhum efeito da aplicagdo
do adubo orgénico azotado Fertimax ou do complexo de rizobactérias VitaSoil a evolugao da atividade

da enzima desidrogenase.
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4.2.4. Propriedades quimicas do solo

Nas amostras de solo de 21 de junho (7 dias apos a 1% plantagao), 10 de agosto (durante o periodo
entre culturas) e 1 de outubro (dia da colheita da 2* plantagdo) foram realizadas analises quimicas a

diversos parametros.

No Quadro 16 apresentam-se os resultados para os parametros pH, condutividade elétrica, teor de
matéria organica, teor de azoto mineral do solo (na forma NH4" e NO5") e teores de fosforo e potassio

extraiveis.

Quadro 16 - Evolugdo de diversos pardametros quimicos do solo nas diferentes modalidades ao longo do ensaio

Parametros | Modalidade 21/jun 10/ago 01/out
A 79aC 83aB 86aA
pH B 80aC 83aB 85a A
C 80aB 82aB 85a A
D 81aB 82aB 86aA
A 06aA 02aB 02aB
CE B 06aA 03aB 03aB
(mS/cm) C 04aA 02aA 03aA
D 04aA 03aA 03aA
A 223a A 211abA | 23abA
M.O. B 243a A 24la A 2,52a A
(%) C 196a A 1,99b A 195b A
D 218a A 228abA | 221abA
A 245a A 202a A 237a A
NH," B 243a A 1.83a A 1.82a A
(mg/kg) C 165b A 217a A 203a A
D 1,95 ab A 195a A 177a A
A T14a A 13,88a B 627aB
NO;” B 5998a A | 1482aB 952aB
(mg/kg) C 4413a A | 1302aB 560aB
D 4385aA | 1573aB i 530aB
A 4618abA | 3908a AB | 341,1bB
P,0; B 5258aA | 4621aA | 4464aA
(mg/kg) C 346, bA | 3357aA | 261,7bB
D 4294abA | 4113aA | 325laA
A 370,7aA | 2110abB | 1976abB
K,0 B 3343abA | 2284aB | 2327aB
(mg/kg) C 256, bc A | 1800cB i 1612bB
D 2463c¢A |201,0bc AB 1474bB

Letras maitsculas correspondem a diferengas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minusculas correspondem a diferencas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na coluna (efeito da modalidade)
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Relativamente a reacdo do solo verifica-se que ndo hd um efeito significativo das diferentes modalidades
em nenhuma das datas. Observa-se que hd um aumento de pH ao longo do tempo em todas as

modalidades, mais significativo nas modalidades A e B.

A condutividade elétrica foi semelhante entre modalidades nas 3 datas analisadas. Nas modalidades A e
B ha um aumento ao longo do tempo, provavelmente provocado pela aplicagdo do adubo organico
azotado. Roy & Kashem (2014) verificaram um aumento significativo da condutividade elétrica do solo
em consequéncia da aplicagdo de diferentes tipos de estrumes. A alface ¢ uma cultura sensivel a
salinidade, tolerando valores entre 1 ¢ 3 mS/cm (Santos, 2015), pelo que a aplicacdo de estrumes ou
adubos orgénicos deve ser ponderada. Os valores atingidos neste ensaio ndo foram criticos para o

sucesso da cultura.

O teor de matéria organica no solo nao apresenta diferencas significativas entre modalidades na 1* data
analisada. Nas amostras de 10 de agosto e de 1 de outubro ja se verificam diferencgas significativas entre
modalidades. A modalidade B apresenta um teor de matéria organica superior a modalidade C,
demonstrando que a aplicagdo do adubo orgénico azotado pode ter algum efeito no aumento do teor de
matéria organica do solo. Ainda assim, verifica-se que ao longo do ensaio nao ha variagdes significativas
do teor de matéria organica no solo em nenhuma das modalidades, mesmo nas modalidades A ¢ B onde
foi aplicado por duas vezes um adubo organico azotado e se poderia esperar um aumento do teor de
matéria organica no solo. De acordo com Santos (2015), nos adubos organicos azotados com razdo C/N
(carbono azoto) inferior a 20 ha uma rapida mineralizagao da matéria organica ¢ a sua aplicacdo tem um
impacto muito reduzido na formagao de htimus no solo. O adubo orgéanico azotado aplicado, Fertimax
cavalo, apresenta uma razdo C/N de 9,9 pelo que pode ter uma baixa contribuicdo para o aumento da
matéria organica do solo.

De forma a melhor avaliar a evolugdo do teor de matéria organica no solo deveria ter sido recolhida uma

amostra de solo previamente a primeira aplicagdo de Fertimax.

Em relagdo ao azoto mineral na forma NH4" pode verificar-se que na amostra de 21 de junho as
modalidades A e B apresentam maior quantidade de azoto mineral na forma de NH4s" do que a
modalidade C. Nas modalidades A ¢ B tinha sido aplicado adubo organico azotado a 11 de junho, pelo

ue este maior teor de NH4" pode ser explicado pela sua recente aplicagao.
q p p p

O teor de azoto mineral na forma NOs no solo ndo apresenta diferencas significativas entre modalidades
em nenhuma das datas analisadas. Verifica-se que no inicio do ensaio o teor de NOs™ no solo ¢é elevado
em todas as modalidades e com o decorrer do ensaio o teor de NO3™ no solo diminui significativamente
em todas as modalidades, provavelmente devido ao consumo das plantas.

O enterramento da cultura de cobertura, composta por fava e trigo, pode ter levado a um aumento do

teor de azoto mineral no solo (Tedone et al., 2023).
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Também a aplicacdo do adubo organico azotado pode ter contribuido para um maior teor de nitrato no
solo, uma vez que este adubo apresenta uma baixa razao C/N (9,9). Em substancias orginicas com razao
C/N inferior a 20 ¢ favorecida a mineralizagdo, ocorrendo assim um rapido aumento do teor de azoto
mineral no solo (Santos, 2015).

A elevada quantidade de NOs™ no solo de todas as modalidades pode também ajudar a explicar o aumento
generalizado de pH que se verificou anteriormente. Quando o azoto ¢ absorvido pelas plantas sob a
forma de NOs™ ocorre a formagdo de ides OH", o que leva a um aumento de pH na rizosfera (Santos,
2015).

O teor de fosforo extraivel no solo na forma de P,Os teve uma redugio significativa ao longo do ensaio
nas modalidades A e C. Ainda assim, os teores de fosforo no solo em todas as modalidades em todas as
amostras correspondem a uma classe de fertilidade muito alta (LQARS, 2006).

O teor de potassio extraivel no solo na forma de K»O era, de uma forma geral, superior nas modalidades
A e B relativamente as modalidades C e D. Os teores de potassio no solo nas modalidades C, na amostra
de 10 de agosto e 1 de outubro e D na amostra de 1 de outubro correspondem a uma classe de fertilidade

alta e todas as restantes amostras correspondem a uma classe de fertilidade muito alta (LQARS, 2006).

Os teores de micronutrientes no solo sdo apresentados no Quadro 17.

Quadro 17 - Evolugdo dos teores de micronutrientes no solo nas diferentes modalidades ao longo do ensaio

Parametros | Modalidade 21/jun 10/ago I 01/out
A 1405aA | 1347bA I 1475b A
Fe (mgkg) B 161,aAB | 1494abB | 1677aA
C 146,laB | 1450abB ! 159,5 ab A
D 1451aA | 1585aA | 167,1bA
A 26,0a A 256aA | 277aA
Cu (mgke) B 27aA 27aA ] 262a A
C 308a A 306a A I 344a A
D 2542 A 258aA | 277aA
A 662 A 52aA | S56abA
72 (gleg) B 6,1abA 56aA | 60a A
C 48b A 53a A ' 45b A
D 50bA 50aA | 49abA
A 2481aA | 2409a A [ 2468b A
;
B 2388aA | 2253aA | 2439bA
Mn (mg/kg) |
C 2514aB | 2524aB | 2733aA
D 2296aA | 2403aA | 2547abA
A 0652 A 063aA i 0,59 a A
B 062a A 062a A 071aA
B (mg/kg) )
C 049 a A 052a A 054a A
D 0642 A 059aA | 058aA

Letras maitsculas correspondem a diferengas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minusculas correspondem a diferencas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na coluna (efeito da modalidade)
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Relativamente aos micronutrientes no solo verifica-se que os teores de cobre e de boro ndo apresentam,
em nenhuma das datas analisadas, diferencas significativas entre as modalidades e ndo apresentam
também nenhuma diferenca significativa na evolugao ao longo do ensaio.

Quanto ao teor de zinco presente no solo observa-se uma tendéncia de um maior teor deste
micronutriente nas modalidades A e B, o que podera dever-se ao zinco fornecido pelo adubo organico
azotado.

Os teores de ferro e manganés no solo apresentam algumas variagdes significativas entre modalidades
e também ao longo do periodo de duragdo do ensaio, mas que ndo parecem ser explicadas por nenhuma

diferenga entre os tratamentos realizados as diferentes modalidades.

No Quadro 18 apresenta-se a evolucdo das bases de troca do solo ao longo do ensaio, para as diferentes

modalidades.

Quadro 18 - Evolugdo das bases de troca nas diferentes modalidades ao longo do ensaio

Parametros | Modalidade 21/jun % 10/ago 1 01/out
A 020ab B 020aB 030a A
Na B 023aB 023aB 037aA
(cmol+)kg) C 0,17bB 021aB 031aA
D 0,19 ab B 023aB 036a A
A 080a A 045ab B 042 ab B

K B 0,70 ab A 049 a B 049a B
(cmol(+)/kg) C 0,56b A 039bB 0,36 abB
D 053bA | 043abAB | 033bB
A 1164aA | 11,17aA 1151a A
Ca B 1704a A | 1660aA | 1587aA
(cmol(+)/kg) C 1005a A 1021a A 1122a A
D 1555a A | 1497aA | 1595aA
A 2,14abAB | 207aB 228 ab A
Mg B 222aB 2,18a B 247 a A
(cmol(+)/kg) C 187bB 193aB 2,14b A
D 2,04 ab A 2,03a A 220ab A

Letras maitsculas correspondem a diferengas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minusculas correspondem a diferengas significativas pelo teste de Tukey (0=0,05) na coluna (efeito da modalidade)

No Quadro 18 pode verificar-se que ha um aumento significativo de s6dio no complexo de troca do solo
em todas as modalidades ao longo do ensaio. Em sentido contrario verifica-se uma diminuigdo
significativa de potassio no complexo de troca do solo ao longo do ensaio em todas as modalidades. O
calcio adsorvido no complexo de troca ndo sofre alteragdes significativas ao longo do ensaio em
nenhuma das modalidades. Ocorre um aumento significativo de magnésio no complexo de troca do solo

nas modalidades A, B e C.
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4.3. Relacio entre o efeito das modalidades no solo e o impacto na cultura e

no solo

A modalidade A foi, inicialmente, esperada como a mais promissora em termos de produtividade devido
ao efeito combinado das rizobactérias e do adubo organico. Azotobacter spp. e Azospirillum spp. sdo
rizobactérias PGPR que tém a capacidade de fixar azoto atmosférico no solo (Cassan et al., 2020;
Sumbul et al., 2020), produzir de hormonas de crescimento, solubilizar fésforo do solo (Aasfar et al.,
2021), melhorar o crescimento radicular e aumentar da absor¢do de nutrientes, para além de induzir
maior tolerancia das plantas a diversos stresses (Bashan & De-Bashan, 2010).

O adubo organico azotado iria beneficiar o crescimento da cultura através do fornecimento de nutrientes,
principalmente o azoto. Uma vez que o adubo apresenta uma baixa razdo C/N o azoto iria ser
mineralizado e estaria disponivel para ser utilizado pela cultura (Santos, 2015).

Na modalidade B, esperava-se uma produtividade inferior 8 modalidade A, pois ndo teria os beneficios
das rizobactérias PGPR, mas os nutrientes fornecidos pelo adubo orgéanico azotado seriam vantajosos
para o crescimento da cultura. Seguidamente a modalidade C teria uma produtividade inferior a
modalidade B, pois ndo seria aplicado o adubo organico e, por fim, a modalidade D era esperada como
a menos produtiva.

Contudo, o que se verificou, no primeiro ensaio, foi uma maior produtividade na modalidade B quando
se aplicava apenas o adubo organico azotado e significativamente maior do que a modalidade de
controlo, D. No segundo ensaio foram as duas modalidades em que se aplicou o adubo orgénico azotado
que alcancaram maior produtividade A e B, com diferencas significativas para a modalidade de controlo

D. Desta forma ndo se verifica que haja uma influéncia marcada das rizobactérias.

Relativamente ao impacto no solo, na modalidade A, onde foi aplicado adubo orgénico azotado e o
complexo de rizobactérias a base de Azotobacter spp. e Azospirillum spp., esperava-se uma maior
atividade bioldgica no solo, uma vez que o uso combinado destes produtos promove uma série de
beneficios a atividade microbiana e a fertilidade do solo.

O adubo organico azotado ¢ rico em matéria organica, apresentando um teor de 53%. A fertilizagdo
organica leva a um aumento da atividade biologica do solo (Kirchner et al., 1993; Marinari et al., 2000).
Marinari et al. (2000) observou um aumento significativo da atividade desidrogensasica do solo quando
era aplicada matéria organica. Ao adicionar o complexo de rizobactérias, esperava-se que essas bactérias
se mantivessem no solo ao longo do ensaio, com as condi¢des favoraveis introduzidas pela matéria
orgénica veiculada pelo adubo orgénico. Assim, a atividade bioldgica no solo iria ser a mais elevada de
todas as modalidades.

Na modalidade B, em que s6 foi aplicado o adubo orgénico azotado, esperava-se uma resposta inferior
a modalidade A relativamente a atividade bioldgica do solo. A aplicacdo de matéria organica no solo
seria benéfica para os microrganismos do solo, mas como ndo seriam adicionadas rizobactérias a

atividade biologica do solo seria inferior a modalidade A.
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A modalidade C, onde sé foi aplicado o complexo de rizobactérias a base de Azotobacter spp. e
Azospirillum spp., teria uma atividade bioldgica do solo inferior a modalidade B, uma vez que a nao
adicdo de matéria organica ndo seria tdo favoravel para o desenvolvimento de microrganismos no solo
e as rizobactérias adicionadas ndo teriam condi¢des tdo favordveis para a sua proliferacdo e para a sua
atividade.

Finalmente, a modalidade D, em que nada foi adicionado, teria os valores de atividade bioldgica do solo
mais reduzidos, sem adi¢do de rizobactérias e sem adi¢do de matéria organica que favorecesse os
microrganismos autdctones desse solo.

Os resultados esperados ndo se verificaram totalmente. Relativamente a atividade desidrogenasica
observou-se uma elevada flutuagdo ao longo do tempo e néo foi possivel diferenciar nenhum efeito entre
as modalidades.

No total de colonias de bactérias contabilizadas ao longo de todo o ensaio as modalidades A ¢ B
apresentaram um valor elevado e semelhante entre si, a modalidade C apresentou um valor inferior e,
por fim, a modalidade D apresentou o menor valor. Este resultado esta mais proximo do esperado, mas
demonstra que podera haver um efeito mais pronunciado da aplicagdo de matéria organica do que do
complexo de rizobactérias na atividade das bactérias do solo.

Ao ter sido realizado plaqueamento do produto VitaSoil verificou-se que as rizobactérias que este
continha estavam vivas e o produto ndo aparentava ter perdido as suas propriedades. A ndo permanéncia
destas rizobactérias no solo podera estar relacionada com o curto ciclo cultural da alface e da realizagdo
de mobiliza¢des do solo para a instalagdo da cultura relativamente intensas, com passagem de grade de
discos e mais do que uma fresagem. Estas mobiliza¢des de solo que ocorreram num periodo de tempo
de dois meses poderdo nao ter permitido a manuten¢do e desenvolvimento das rizobactérias no solo.
Quanto as colonias de fungos contabilizadas também se observou uma elevada flutuagdo ao longo do
ensaio, com uma tendéncia geral de um maior nimero de colonias de fungos contabilizadas nas
modalidades A e B, onde tinha sido aplicado o adubo organico azotado, mas sem um efeito marcado do

complexo de rizobactérias.
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5. Conclusoes

Os resultados deste estudo permitem concluir que ha um claro efeito do adubo organico azotado no
aumento de produtividade da alface. Na primeira plantag¢do, a aplicacdo do adubo organico azotado
resultou num aumento de 9% na massa média das alfaces em comparacao com a modalidade de controlo,
0 que se traduz num acréscimo potencial de rendimento para o produtor de 3511 € por hectare. Na
segunda plantacao, a produtividade foi 16% superior ao controlo na modalidade com adubo organico e
19% superior na modalidade com a combinacao de adubo organico com o complexo de rizobactérias, o

que representa ganhos adicionais de 7087 €/ha e 8405 €/ha, respetivamente.

Contudo, o complexo de rizobactérias (Azotobacter spp. e Azospirillum spp.) ndo teve o impacto
esperado na produtividade da cultura. A modalidade que combinava rizobactérias e adubo organico
azotado ndo apresentou uma diferenca significativa em relacdo a modalidade que utilizou apenas o
adubo organico azotado. Adicionalmente, a modalidade que aplicou exclusivamente rizobactérias ndo

se distinguiu significativamente do controlo em termos de produtividade.

Relativamente a atividade desidrogenasica do solo, observou-se uma grande variabilidade ao longo das
duas plantacdes e entre modalidades, ndo sendo possivel estabelecer uma correlagdo direta entre a
aplicacdo do adubo organico ou das rizobactérias e a atividade desidrogenasica. Esta variabilidade
sugere que pode haver influéncia de outros fatores na atividade enzimatica do solo, como as condi¢des

ambientais € a interacdo com 0s microrganismos autoctones do solo.

No plaqueamento de fungos observou-se também bastante variabilidade, mas parece haver uma
tendéncia de maior niimero de colonias contabilizadas no plaqueamento nas modalidades em que foi

aplicado o adubo organico azotado, sem efeito marcado das rizobactérias.

No plaqueamento de bactérias as modalidades onde foi aplicado o adubo orginico azotado tém
tendencialmente maior nimero de coldnias no plaqueamento, o que também ¢ demonstrado quando se
somaram todas as colonias contabilizadas ao longo dos dois ensaios. As rizobactérias ndo pareceram
influenciar de forma significativa o crescimento de bactérias no solo, nem ¢ evidente a sua manutenco

no solo ao longo do tempo.

A realizagdo deste estudo numa exploracdo agricola permitiu testar e validar ndo s6 o efeito dos
produtos, mas também a sua aplicabilidade no contexto pratico de producgdo agricola. Este estudo traz
alguma informagao util para agricultores que procuram alternativas mais sustentaveis para a fertilizagao

das culturas de forma a reduzir a dependéncia de produtos quimicos de sintese.
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Para futuros estudos sugere-se a aplicacdo de diferentes espécies de rizobactérias ou até de alguns
fungos, com capacidade de estimular o crescimento das plantas e também com protecdo contra agentes
patogénicos. Pode também ser interessante a combinacdo destes microrganismos com diferentes culturas
de cobertura para a época de inverno, quando ndo hé cultivo de alface nos terrenos. Uma vez que a
cultura da alface ¢ afetada recorrentemente por fungos de solo, uma abordagem com grande interesse
pratico seria avaliar o efeito de algumas rizobactérias e das culturas de cobertura na diminui¢do dos

ataques de fungos do solo.
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