
Influência da aplicação de rizobactérias e matéria orgânica na 
produção de alface em ar livre

Pedro Dias Gonçalves

Dissertação para a obtenção do Grau de Mestre em

Engenharia Agronómica

Orientadora: Doutora Mariana da Silva Gomes Mota

Júri:

Presidente: Doutor José Carlos Franco Santos Silva, Professor associado do Instituto Superior de 

Agronomia da Universidade de Lisboa

Vogais: Doutora Elisabete Tavares Lacerda de Figueiredo Oliveira, Professora auxiliar do Instituto 

Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa;

Doutora Mariana da Silva Gomes Mota, Técnica superior do Instituto Superior de Agronomia 

da Universidade de Lisboa.

2025



II

AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todos os que forma direta ou indireta contribuíram e me ajudaram a na realização 

deste trabalho.

À minha orientadora, Professora Mariana Mota, agradeço pela amizade, apoio e por toda a ajuda que 

sempre me disponibilizou. A sua alegria e o entusiasmo que transmitiu ao longo de todo o trabalho foram 

uma fonte de motivação.

Expresso também o meu agradecimento ao Bruno Neves, por toda a disponibilidade para a realização 

dos ensaios, utilização dos terrenos e pela confiança que depositou em mim. A sua curiosidade e vontade 

de saber sempre mais estimularam a minha procura por respostas.

À minha família, especialmente aos meus pais e ao meu irmão, deixo meu mais profundo agradecimento 

por todo o apoio, compreensão e paciência durante esta jornada.

Agradeço também aos meus amigos que tornaram este trabalho mais leve e alegre. Em especial ao 

Afonso Maximino pela ajuda na colheita das alfaces.



III

RESUMO

O setor hortícola em Portugal possui grande importância económica, sendo a alface um dos principais 

hortícolas cultivados. A União Europeia apresenta metas ambiciosas para a redução da aplicação de 

produtos fitofarmacêuticos e de adubos de síntese até 2030, com o intuito de tornar a sua agricultura 

mais sustentável. Neste contexto, o presente estudo procurou avaliar os efeitos da aplicação de um 

complexo de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (Azotobacter spp. e Azospirillum spp.) e 

de um adubo orgânico azotado na produtividade da cultura da alface produzida em ar livre, bem como 

nas propriedades químicas e biológicas do solo.

O ensaio foi realizado em ar livre, numa exploração agrícola, durante duas plantações sucessivas. 

Definiram-se quatro modalidades experimentais, comparando a aplicação de rizobactérias e adubo 

orgânico de forma isolada e combinada e o controlo sem aplicação. Foram recolhidas amostras de solo 

ao longo das duas plantações para avaliação da atividade da enzima desidrogenase e para a realização 

de plaqueamento e posterior contagem de bactérias e fungos. Analisaram-se os principais indicadores 

químicos do solo para três das amostras recolhidas. Foram também colhidas e pesadas alfaces em cada 

uma das plantações para estimar a produtividade.

Os resultados indicaram que a aplicação isolada de adubo orgânico originou um aumento significativo 

de produtividade comparativamente à modalidade de controlo, em ambas as plantações. No primeiro 

ensaio, a produtividade foi de 57,1 t/ha, 9% superior ao controlo, e no segundo, 60,4 t/ha, 16% superior. 

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

A atividade biológica do solo apresentou grandes variações ao longo do tempo e entre modalidades. O 

resultado mais evidente ocorreu no plaqueamento de bactérias, com 25 458 colónias contabilizadas ao 

longo de todo o ensaio na modalidade com adubo orgânico. Não se registou influência direta das 

rizobactérias.

PALAVRAS-CHAVE: Adubo orgânico 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. Introdução

O setor hortícola apresenta elevada importância em Portugal. Em 2022 foi produzido um total de 1,024 

milhões de toneladas de produtos hortícolas, com um valor de cerca de 1,68 milhões de euros (INE, 

2023). A elevada produção de hortícolas é justificada pelas condições excelentes para a sua produção, 

principalmente na faixa litoral do continente (GPP, 2020). A principal região produtora de hortícolas é 

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

A União Europeia, através da estratégia Farm to Fork, pretende promover práticas agrícolas 

sustentáveis, reduzindo a aplicação de fertilizantes sintéticos em 20% e de produtos fitofarmacêuticos 

em 50% nas culturas agrícolas até 2030. Esta iniciativa, incluída no Pacto Ecológico Europeu, visa 

reduzir a poluição dos solos, água e ar, ao mesmo tempo que promove o aumento da biodiversidade e 

reforça a segurança alimentar dos produtos agrícolas, respondendo às exigências dos consumidores 

europeus(Comissão Europeia, 2020).

A alface é uma das hortaliças mais consumidas em Portugal, sendo as suas folhas apreciadas em saladas 

e consumidas principalmente cruas (Almeida, 2006). O curto ciclo cultural deste hortícola e o seu 

consumo em fresco aliado à crescente procura de produtos agrícolas mais sustentáveis reforçam a 

necessidade de reduzir a aplicação de produtos fitofarmacêuticos e fertilizantes de síntese e procurar 

alternativas para a proteção e fertilização das culturas (Elnahal et al., 2022; Owen et al., 2015; Santos et 

al., 2023). Nesse sentido, um dos caminhos para a redução dos produtos fitofarmacêuticos e de 

fertilizantes sintéticos pode passar pela introdução de rizobactérias no solo e a aplicação de matéria 

orgânica (Backer et al., 2018).

Este estudo tem como principais objetivos avaliar a influência da aplicação de um complexo de 

rizobactérias promotoras do crescimento vegetal e da aplicação de matéria orgânica na qualidade e 

rendimento da cultura da alface ao ar livre durante a estação primavera-verão, bem como nas 

propriedades químicas e biológicas do solo onde a cultura foi realizada. Pretende-se também identificar 

a modalidade mais favorável ao crescimento da cultura e avaliar a sua aplicabilidade no contexto real 

de produção. Para isso, foram aplicadas ao solo as rizobactérias Azotobacter spp. e Azospirillum spp. e 

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

O ensaio foi realizado em contexto empresarial, numa exploração agrícola (Carlos Neves Unipessoal 

LDA.) localizada na Tourinha, concelho de Mafra, na região Oeste de Portugal. Deste modo foi possível 

avaliar a aplicabilidade destas modalidades no planeamento de operações da exploração.
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2. Revisão bibliográfica

2.1. Cultura da alface 
2.1.1. Produção de alface no mundo

As estatísticas mundiais da FAO (Food and Agriculture Organisation of the United Nations) agregam à 

cultura da alface a cultura da chicória. A alface (e chicória) foram, em 2022, a 12ª cultura hortícola mais 

produzida em tudo o mundo, com uma produção de 1,24 milhões de toneladas (FAO, 2024).

Desde o ano 2000 tem-se assistido a um aumento quer de área quer de produção de alface e chicória em 

todo o mundo. De 2000 a 2022 houve um aumento de área cultivada de cerca de 44% e um aumento de 

47% da produção, sendo que os aumentos mais significativos de área e de produção ocorreram na 

primeira década de 2000 (FAO, 2024).

De 2000 a 2022 a produtividade das culturas de alface e chicória a nível mundial não apresentou grandes 

alterações, aproximando-se das 22 toneladas por hectare (FAO, 2024).

O principal país produtor de alface e chicória é a China, produzindo perto de 15 milhões de toneladas 

destes hortícolas anualmente, o que equivale a cerca de 55% da produção mundial. Seguem-se os 

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

2.1.2. Produção de alface em Portugal

A cultura da alface em Portugal assume uma importância elevada, em 2022 era a quarta cultura hortícola 

a ocupar maior área e a sexta cultura hortícola com maior produção (INE, 2023).

Nos últimos 10 anos tem havido alguma oscilação quer na área cultivada quer na quantidade produzida 

de alface. De 2011 a 2018 observou-se uma tendência de redução de área e da quantidade produzida. 

Pelo contrário, nos anos de 2019 a 2021, deu-se um aumento significativo de área e de produção de 

alface. 2021 foi o ano com maior produção, cerca de 75 mil toneladas em 2670 hectares. Em 2022 deu-

se uma nova redução de área e produção (Fig. 1) (INE, 2024).

Figura 1- Área e quantidade produzida de alface em Portugal entre 2013 e 2022 (INE, 2024)



3

A produtividade da cultura da alface sofreu algumas oscilações entre 2011 e 2022. Nos anos de 2012 e 

2013 assistiu-se a uma redução acentuada da produtividade com valores próximos das 21 t/ha, sendo 

que em 2014 houve um aumento da produtividade, mantendo-se nos últimos anos próxima 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.

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

2.1.3. Zonas de produção de alface em Portugal

Em Portugal a principal zona de produção de alface é a região do Ribatejo e Oeste. Em 2001, 61% da 

área dedicada à cultura da alface localizava-se na região do Ribatejo e Oeste, com mais de 1400 hectares 

cultivados com este hortícola. Segue-se a região de Entre Douro e Minho, com 19% da área e a Beira 

Litoral com 12% da área de cultivo. O Algarve, Alentejo, Beira Interior e Trás-os-Montes possuem 

pouca importância no cultivo de alface em Portugal (Fig. 3) (INE, 2002).

Figura 3- Distribuição da área de produção de alface em Portugal por região no ano de 2001 (INE, 2002)
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2.1.4. Comercialização

A produção de alface em Portugal tem como principal destino o mercado nacional. Em 2022, o mercado 

nacional representou cerca de 80% da produção e foi exportada cerca de 20% da produção nacional.

De 2013 a 2022 verificou-se um saldo da balança comercial positivo, sendo as exportações de alface 

superiores às importações. Em 2023, a tendência inverteu-se com um valor de importações superior às 

exportações. Verifica-se também uma tendência de aumento das trocas comerciais deste hortícola ao 

longo dos anos, com aumento quer das exportações quer das importações (INE, 2024).

As exportações de alface no ano de 2023 tiveram como principal destino os países da União Europeia 

(97%), onde o principal destino de exportação foi Espanha. Apenas 3% das alfaces exportadas tiveram 

como destino países fora da União Europeia (INE, 2024).

2.1.5. Descrição e origem

A alface, Lactuca sativa L., é uma planta herbácea anual pertencente à família Asteraceae (Quadro 1). 

É uma espécie cultivada na região mediterrânea desde 2500 a.C., pensa-se que é descendente de uma 

espécie silvestre, Lactuca serriola. Tem como centro de origem a região do Mediterrâneo e do Oriente 

Próximo (Almeida, 2006).

 
Quadro 1 - Classificação botânica da alface (Almeida, 2006)

A alface é cultivada para o consumo das suas folhas, principalmente para o seu consumo cru, em saladas. 

As folhas têm uma elevada percentagem de água, mas possuem também algumas vitaminas, minerais e 

fibra. As folhas exteriores, mais verdes, são mais nutritivas do que as folhas interiores, mais 

esbranquiçadas (Almeida, 2006; Gardé & Gardé, 1981).

A alface possui um sistema radicular aprumado e relativamente superficial, alcançando os 60 cm no caso 

de sementeira direta, mas caso exista transplantação (predominante na Europa) as suas raízes não têm 

mais de 30 cm (Almeida, 2006).

A alface é uma cultura microtérmica, com temperatura ótima de crescimento entre 15 e 20 °C (Almeida, 

2006). Existem inúmeras cultivares adaptadas as diferentes condições climáticas que permitem o cultivo 

em diferentes épocas do ano (Maroto, 2002). As temperaturas elevadas, superiores a 33 °C e fotoperíodo 

longo favorece a floração, inviabilizando a venda e consumo das alfaces. 
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2.1.6. Sistemas de produção de alface

Sendo a alface um hortícola com consumo durante todo o ano, existe a necessidade de produção desta 

cultura durante todo este período. Conciliando as produções em estufa com a produção ao ar livre, as 

principais zonas produtoras de alface (Ribatejo e Oeste, Entre Douro e Minho e Beira Litoral) produzem 

este hortícola durante todo o ano (Saltão & Moreira, 2006).

a. Estufa

A alface é uma cultura que se adapta bem ao cultivo em estufa. Em Portugal, a produção é feita 

normalmente em estufas não aquecidas durante os meses de outono e inverno. Nas principais regiões 

produtoras de alface, a plantação em estufa é realizada desde início de setembro até final de fevereiro. 

A época de colheitas em estufa situa-se então entre os meses de novembro e abril. A alface é das poucas 

culturas hortícolas que produz nas condições de baixa luminosidade e temperaturas relativamente baixas 

das estufas nos meses de outono e inverno (Gardé & Gardé, 1981; Saltão & Moreira, 2006).

Devido ao seu curto ciclo cultural, a alface em estufa é geralmente considerada uma cultura intercalar, 

sendo seguida do cultivo de hortícolas de época de primavera verão, como é o caso das culturas do 

tomate, pepino, courgette ou feijão verde (Almeida, 2006; Saltão & Moreira, 2006).

A produção 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 é no solo em estufas não aquecidas (Almeida, 2006).

A instalação da cultura é feita por transplantação de plantas com 3 a 5 folhas, produzidas em tabuleiros 

alveolados ou mottes, por viveiros especializados. 

A rega é feita por microaspersão e/ou gota-a-gota; por vezes é utilizada a rega por microaspersão até à 

colonização do solo pelas raízes e depois rega gota-a-gota de forma a evitar a humectação das folhas e 

a elevada humidade relativa dentro das estufas (Almeida, 2006).

Um aspeto fundamental da produção de alface em estufa é assegurar o arejamento, de forma a evitar 

uma excessiva humectação das folhas, que contribui para o desenvolvimento de doenças (Gardé & 

Gardé, 1981). Também as densidades de plantação devem ser menores, aumentando o espaçamento entre 

plantas e, por conseguinte, o arejamento (Almeida, 2006).
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b. Ar livre
A produção de alface ao ar livre em Portugal é feita durante os meses de primavera e verão. Nas 

principais regiões produtoras, a plantação é realizada de março a setembro, colhendo-se a partir do mês 

de maio até outubro.

Em Portugal e nos restantes países da Europa a instalação da cultura em ar livre é também feita por 

transplantação de plantas criadas em mottes ou tabuleiros alveolados. Nos EUA a cultura ao ar livre é, 

geralmente, instalada por sementeira direta, de forma a reduzir custos de mão de obra (Almeida, 2006).

A rega ao ar livre é geralmente feita por aspersão, podendo também ser feita por gota-a-gota ou uma 

combinação dos dois métodos (Almeida, 2006; Maroto, 2002).

Na plantação ao ar livre é, 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 

à dificuldade do uso de herbicidas nesta cultura (Almeida, 2006).

A aplicação de matéria orgânica é uma prática comum e benéfica para a cultura de alface ao ar livre 

(Gardé & Gardé, 1981). A matéria orgânica contribui para um aumento da fertilidade do solo e melhoria 

da estrutura do solo e da capacidade de retenção de água (Santos, 2015), importante para esta cultura 

com sistema radicular superficial e que beneficia de uma humidade constante do solo (Gardé & Gardé, 

1981).

A mineralização da matéria orgânica é 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. Limitações do sistema de produção em ar livre

As principais limitações da produção de alface ao ar livre relacionam-se com a dependência de 

condições climáticas favoráveis. Devido às suas exigências climáticas, a produção ao ar livre só é 

possível durante os meses de primavera e verão, podendo abranger-se parte do outono. Neste período 

de cultivo ao ar livre, principalmente nos meses de verão, podem ocorrer temperaturas altas, que podem 

ter impacto na produção e na qualidade das alfaces. Ventos quentes são desfavoráveis a um bom 

desenvolvimento das alfaces (Maroto, 2002)

A cultura é bastante exigente em água possui um sistema radicular muito superficial, pelo que períodos 

com temperaturas muito elevadas podem levar a stress hídrico, a espigamento precoce e também à 

redução da qualidade do produto, ficando as folhas mais amargas e coriáceas. As temperaturas elevadas 

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

Nas alfaces que formam repolho (tipo batávia ou bola de manteiga), a ocorrência de temperaturas altas 

e elevada luminosidade, que ocorre com frequência no período de cultivo de alface ao ar livre, a 

formação do repolho é prematura, ficando as alfaces com calibre reduzido e com fraca qualidade 

(Almeida, 2006).
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A colheita das alfaces produzidas ao ar livre é também um fator limitante, uma vez que as alfaces devem 

ser colhidas durante a manhã, de forma a evitar os períodos de maior calor e terem, assim, uma maior 

qualidade e maior longevidade pós-colheita. Deve ter-se também em conta que o excesso de humidade 

das folhas interiores da alface pode ser prejudicial para a sua conservação, levando ao apodrecimento 

das folhas. Assim, há uma maior limitação dos períodos de colheita do produto. Na produção ao ar livre, 

as plantas estão também mais sujeitas ao ataque de pragas que podem afetar a produção (Gardé & Gardé, 

1981).

2.1.8. Fatores de stress biótico e abiótico na cultura da alface

a. Fungos e pseudofungos
Sclerotinia minor Jagger e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary são dois fungos do solo que causam 

podridão branca em alface. Estes dois fungos são especialmente problemáticos devido ao elevado 

número de espécies que atacam e devido aos esclerotos poderem ficar latentes no solo por mais de 8 

anos (Barrière et al., 2014). Para além disso, o micélio que fica nos resíduos das culturas no solo é 

também uma fonte de inóculo (Chen et al., 2016). Esta doença é problemática tanto no cultivo em estufa 

como em ar livre (AHDB, 2019). Em estufa deve evitar-se o excesso de água e promover o arejamento 

de forma a evitar as infeções (Almeida, 2006).

Rhizoctonia solani Kühn é um fungo do solo que pode atacar a alface, sendo uma doença 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 doença é favorecido por uma temperatura do solo 

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

Outra doença problemática na cultura da alface é a fusariose causada pelo fungo Fusarium oxysporum 

f. sp. lactucae Matuo & Motoh. Esta é uma doença do solo, transmissível também por semente. Este 

fungo pode sobreviver no solo durante alguns anos, sendo a sua erradicação muito difícil mesmo se não 

for cultivada nenhuma cultura hospedeira. As infeções 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 já 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 podridões 

radiculares. A infeção primária dá-se a partir de oósporos ou micélio presente no solo, restos de culturas 

ou em tubagens, no caso de cultivo em hidroponia. Esta doença é principalmente preocupante em cultura 

hidropónica, com menor gravidade em cultivo protegido no solo (AHDB, 2019; Blok & Plaats-Niterink, 

1978).
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A podridão cinzenta, causada pelo fungo Botrytis cinerea Pers. é outra das doenças que afeta a cultura 

da alface. É uma doença pouco problemática no cultivo ao ar livre, mais problemática no cultivo de 

inverno em estufa. As condições ideais para o desenvolvimento do fungo e infeção das plantas são 

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 dispersão de conídios pelo vento leva à proliferação da doença. A 

doença é também transmissível por semente.

A ocorrência de lesões, 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 doenças que ataca a parte aérea da alface é o míldio causado pelo pseudofungo Bremia lactucae 

Regel. As condições ótimas para a esporulação do fungo são humidade relativa elevada e temperaturas 

entre os 5 e 15 °C. A infeção de culturas de alface pode dar-se pela libertação de esporângios de outras 

plantas infetadas do género Lactuca ou por micélio presente em restos de uma cultura infetada (Barrière 

et al., 2014). Esta é uma doença que pode afetar plantas de alface cultivadas quer em estufa quer em ar 

livre (AHDB, 2019).

O oídio, causado pelo fungo Golovinomyces cichoracearum (DC.) V.P. Heluta, pertencente ao filo 

Oomycota, é outra das doenças que pode afetar a cultura da alface. A temperatura ideal para o seu 

desenvolvimento é entre 18 e 25 °C e para ocorrer a infeção é necessária uma humidade relativa do ar 

elevada. Existem cultivares mais tolerantes a esta doença, pelo que, em zonas em que existam problemas 

com a doença é aconselhado o cultivo destas cultivares. É uma doença que afeta os cultivos de alface 

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

Outra das doenças que afeta a parte aérea da alface é a antracnose, causada pelo fungo Microdochium 

panattonianum (Berl.) Sutton, Galea & Price. A doença causa manchas circulares e o fungo mantém-se 

no solo na forma de microesclerotos até 4 anos. A temperatura ótima para o seu desenvolvimento é entre 

os 18 e 20 °C. Conciliando esta temperatura com humidade relativa elevada ou precipitação e vento, há 

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

Existem ainda doenças 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).
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b. Insetos
Uma das pragas que afeta a cultura da alface são os afídeos. Existem várias 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 afídeos causam, de uma forma 

geral, folhas enroladas podendo surgir também manchas amareladas. Algumas espécies de afídeos são 

também vetores de vírus (Almeida, 2006; MADRP, 2006). Também o afídeo Pemphigus bursarius 

(Linnaeus) pode afetar esta cultura, sendo que este afídeo ataca as raízes das plantas  (Barrière 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 depreciação no 

produto. As fêmeas adultas fazem também picadas nas folhas para se alimentarem, causando também 

estragos (Almeida, 2006; MADRP, 2006).

As roscas ou nóctuas da família Noctuidae, principalmente do género Agrotis spp. também atacam as 

plantas de alface. Estas lagartas estão normalmente no solo e atacam o colo da planta, podendo causar a 

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

Tripes de espécies como Frankliniella occidentalis (Pergande) e Thrips tabaci Lindeman, entre outras, 

quando se alimentam nas folhas de alface, causam manchas nas folhas que acabam por necrosar e 

deformações quando atacam folhas jovens. São também vetores de vírus (Almeida, 2006; Barrière et 

al., 2014; MADRP, 2006).

As lagartas de espécies como Autographa gamma (Linnaeus), Helicoverpa armígera (Hübner), 

Chrysodeixis calcites (Esper), Thysanoplusia orichalcea (Fabricius), entre outras, podem causar 

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

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

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

c. Nemátodes
Os nemátodes que mais afetam a cultura da alface são nemátodes de galhas, pertencentes ao género 

Meloidogyne (Dias-Arieira et al., 2015). Estes nemátodes podem ser problemáticos principalmente em 

estufas em que as rotações são feitas com culturas pertencentes às famílias das solanáceas ou 

cucurbitáceas, uma vez que os nemátodes de galhas também atacam plantas destas famílias (Barrière et 

al., 2014).
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d. Bactérias
A alface é suscetível a infeções por bactérias das espécies Pseudomonas cichorii (Swingle) e 

Xanthomonas campestris pv. Vitians. Ambas as espécies se desenvolvem em situações de temperaturas 

amenas e humidade elevada (Barrière et al., 2014).

e. Vírus
A alface pode ser atacada por vários vírus. O principal é o vírus do mosaico da alface (Lettuce mosaic 

virus – LMV), a sua transmissão é feita através de semente e também através de diversas espécies de 

afídeos que atacam a cultura. As infeções de plantas por este vírus, são, em muitas ocasiões, infeções 

mistas com o vírus do mosaico das cucurbitáceas (Cucumber mosaic virus - CMV) (MADRP, 2006; 

Moreno & Fereres, 2012).

O vírus do bronzeamento do tomateiro (Tomato spotted wilt virus - TSWV), transmitido por tripes, 

nomeadamente a espécie Frankliniella occidentalis (Pergande) e Lettuce mirafiori big-vein virus 

(LMBVV), transmitido pelo fungo Olpidium brassicae (Woronin) P.A.Dang. podem também afetar a 

cultura da alface (MADRP, 2006; Moreno & Fereres, 2012).

f. Acidentes fisiológicos
A necrose terminal, ou tipburn, é um acidente fisiológico 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 absorção e translocação de cálcio. Condições de temperaturas elevadas, excesso de 

fertilização azotada e elevada intensidade luminosa reduzem a absorção de cálcio, 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 é outro acidente fisiológico que pode afetar o cultivo de alfaces, principalmente 

no verão. Temperaturas elevadas (superiores a 33 °C), fotoperíodos longos e stress hídrico favorecem o 

espigamento. Existem variedades mais resistentes ao espigamento, devendo ser essas as cultivadas no 

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

g. Principais fatores de stress biótico e abiótico no sistema de produção em ar livre
De acordo com Barrière et al. (2014) as doenças mais preocupantes no cultivo ao ar livre são o míldio 

da alface, oídio da alface, podridão branca, podridão radicular causada por Pythium spp. e também 

infeções por Rhizoctonia solani. Estas doenças, na região mediterrânea, são principalmente 

preocupantes no período do início do outono.

A fusariose pode também causar estragos no cultivo ao ar livre, embora as infeções se registem 

principalmente no verão, na região mediterrânea.
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As pragas como afídeos e lagartas, como Helicoverpa armigera, e também nemátodes do género 

Meloidogyne spp. podem causar estragos na cultura em toda a época de produção ao ar livre (Barrière 

et al., 2014).

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

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

2.1.9. Estratégias de proteção

a. Meios de proteção física e cultural
Os meios de proteção física englobam as técnicas que limitam o acesso das pragas à cultura, induzem 

mudanças comportamentais ou causam danos diretos ou a morte dos inimigos das culturas. Nos meios 

de proteção física não há intervenção de processos biológicos ou bioquímicos presentes nos meios de 

proteção química, biotécnica ou biológica (Amaro, 2003) (Vincent et al., 2009).

A cobertura do solo com polietileno funciona não só como método para controlo de infestantes, mas 

também como meio de proteção contra fungos como Sclerotinia e Rhizoctonia, uma vez que inibe o 

contacto das folhas com o solo (Almeida, 2006; Barrière et al., 2014).

A solarização aumenta a temperatura do solo e diminui a concentração de oxigénio no solo, sendo letal 

para alguns organismos. A viabilidade de nemátodes Meloidogyne spp. e fungos S. sclerotiorum, S. 

minor, S.  sclerotia, R. solani e O. brassicae  é bastante afetada pela solarização (Barrière et al., 2014; 

Patrício et al., 2006).

Nas estufas podem ser colocadas redes de proteção contra insetos, evitando a sua entrada e, desta forma, 

reduzir os ataques de pragas às plantas de alface (Barrière et al., 2014).

A aplicação de meios de proteção cultural tem um carácter preventivo, promovendo condições 

desfavoráveis aos inimigos das culturas de forma a evitar prejuízos (Amaro, 2003).

A remoção de resíduos de culturas infetadas com fungos é um método de proteção cultural, desta forma 

há remoção da fonte de inóculo (micélio, esporos ou estruturas de resistência) (Barrière et al., 2014). 

As rotações com culturas diferentes, de diferentes famílias são benéficas e podem ser consideradas um 

meio de proteção cultural; havendo uma alteração de culturas, há alteração de hospedeiros que permite 

interromper o ciclo de algumas pragas e doenças (Barrière et al., 2014).

Biofumigação com resíduos de culturas, principalmente da família das Brássicas, pode reduzir os níveis 

de Sclerotinia spp., R. solani e nemátodes de galhas no solo (Barrière et al., 2014).

O desenvolvimento de cultivares resistentes ou tolerantes a doenças, como é o caso de Fusarium 

oxysporum f. sp. lactucae ou a B. lactucae permite a utilização destas cultivares pelos agricultores, 

mitigando assim os efeitos destas doenças (AHDB, 2019; Barrière et al., 2014).

O sistema de rega utilizado pode também ajudar a evitar a infeção das plantas por alguns fungos. Devem 

ser evitadas as regas por aspersão, principalmente no cultivo em estufa, uma vez que a germinação de 

esporos de B. lactucae e B. cinerea depende bastante da humectação das folhas de alface. Para além 
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disso, também o espaçamento entre plantas é essencial e pode também ser considerado um meio de 

proteção cultural. Aumentando o espaçamento, aumenta-se o arejamento, evitando as condições 

propícias para o desenvolvimento de fungos ou germinação de esporos (Almeida, 2006; Barrière et al., 

2014).

b. Meios de proteção biológica
De acordo com Amaro (2003) a proteção biológica pode ser definida como a utilização de populações 

de espécies de predadores, parasitóides, patogénicos, antagonistas ou competidores que permitem 

reduzir a população de um determinado inimigo. 

A proteção biológica pode ser dividida em três modalidades distintas: a limitação natural, a proteção 

biológica clássica e o tratamento biológico (Amaro, 2003). 

A limitação natural é um meio indireto de proteção que tem como objetivo evitar as condições favoráveis 

para o desenvolvimento de um determinado inimigo (Amaro, 2003).

A proteção biológica clássica pretende combater uma espécie exótica, que está a causar estragos numa 

cultura, através da importação de espécies auxiliares. É utilizada normalmente para o combate de pragas.

O tratamento biológico tem como objetivo aumentar a população de auxiliares autóctones do local, 

através de largadas. Nesta modalidade de proteção biológica podem ser usados microrganismos e é 

possível combater pragas, doenças e infestantes (Amaro, 2003).

Na cultura da alface existem diversos meios de proteção biológica que podem ser aplicados para o 

controlo de pragas e de doenças. De acordo com a revisão de Barrière et al. (2014), o agente de proteção 

biológica Coniothyrium minitans W.A.Campb aplicado ao solo pode reduzir a incidência de doenças 

provocadas pelos patogénicos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor, Rhizoctonia solani e Botrytis 

cinerea. A aplicação ao solo de Trichoderma harzianum T22 reduz a incidência de Pythium spp., S. 

sclerotiorum, S. minor, R. solani e B. cinerea (Barrière et al., 2014). Similarmente, a aplicação foliar de 

Bacillus subtilis (Ehrenberg) leva a menor incidência de B. cinerea, S. sclerotiorum e R. solani em alface  

(Barrière et al., 2014).

Para a proteção biológica de afídeos, a espécie Aphidoletes aphidimyza Rondani é predadora de diversas 

espécies de afídeos. As espécies Aphidius ervi Haliday, Aphidius colemani Viereck, Aphelinus 

abdominal (Dalman), Aphidius matricariae Haliday são parasitóides de algumas espécies de afídeos, 

pelo que podem ser usados para o seu controlo. Chrysoperla carnea (Stephens), Adalia bipunctata 

(Linnaeus), são predadores polífagos que também podem desempenhar um papel importante na redução 

das populações de afídeos (Barrière et al., 2014; MADRP, 2006). Para a proteção contra larvas mineiras 

do género Liriomyza poderão ser feitas largadas do parasitóide Diglyphus isaea (Walker) tanto no cultivo 

em estufa como ao ar livre. A proteção biológica contra tripes poderá ser feito através dos ácaros 

predadores Hypoaspis aculeifer (Canestrini) e Amblyseius cucumeris (Oudemans) (MADRP, 2006).
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c. Meios de proteção química
A proteção química baseia-se na utilização de substâncias químicas naturais ou de síntese de forma a 

reduzir ou eliminar as populações de um determinado inimigo das culturas (Amaro, 2003).

A utilização de pesticidas de origem sintética foi, durante anos, a metodologia mais utilizada para 

controlar os inimigos das culturas agrícolas. Esta utilização massiva resultou em diversos problemas, 

como a criação de resistências, acumulação de resíduos no solo e em espécies não alvo e toxicidade para 

o Homem (Arora et al., 2022).

Na cultura da alface, os herbicidas são pouco utilizados, uma vez que a gestão das infestantes é 

tendencialmente feita com recurso a meios físicos (mulching principalmente), sendo mais utilizados 

inseticidas e fungicidas. Nesta cultura, devido ao seu curto ciclo, é necessário fazer uma avaliação 

criteriosa de quais os produtos fitofarmacêuticos a aplicar de forma a cumprir os intervalos de segurança, 

evitando a presença de resíduos acima do limite máximo à colheita (Barrière et al., 2014).

Atualmente estão já identificados alguns fungos e insetos, inimigos da cultura da alface, como resistentes 

a determinadas substâncias ativas (Barrière et al., 2014). Quando é necessário aplicar algum meio de 

proteção química, deve assegurar-se o cumprimento do número de aplicações e dose recomendados e 

são alternados produtos com diferentes modos de ação e de famílias químicas diferentes, de forma a 

evitar fenómenos de resistência (Barrière et al., 2014; Savary et al., 2006).

A escolha de um produto fitofarmacêutico deve ser feita tendo também em consideração o seu impacto 

na fauna de insetos auxiliares presentes na cultura. É importante fazer uma identificação da fauna 

auxiliar presente e, se houver necessidade de aplicar um produto fitofarmacêutico, a sua escolha deve 

ter também em consideração o impacto sobre estes insetos (MADRP, 2006).

Nos Quadros 2 e 3 apresentam-se as substâncias ativas autorizadas para o combate às principais doenças 

da cultura da alface em ar livre. No Quadro 4 apresentam-se as substâncias ativas autorizadas para o 

combate às principais pragas. 

Quadro 2 - Substâncias ativas autorizadas para o combate a Rhizoctonia solani, Golovinomyces cichoracearum, Pythium 
spp. na cultura da alface (SIFITO) 
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Quadro 3 - Substâncias ativas autorizadas para o combate a Bremia lactucae e Sclerotinia spp. na cultura da alface 
(SIFITO)

Quadro 4 - Substâncias ativas autorizadas para o combate a afídeos e lagartas na cultura da alface (SIFITO)
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2.2. Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal

2.2.1. Utilização na agricultura
O aumento da procura por produtos agrícolas mais sustentáveis, aliado à necessidade de reduzir a 

aplicação de produtos fitofarmacêuticos, sobretudo nos produtos hortícolas para consumo em fresco, 

suporta a necessidade de procurar alternativas para a proteção das culturas. Existe assim a possibilidade 

de utilizar agentes de proteção biológicos, microrganismos tais como bactérias ou fungos, ou até 

biofertilizantes, que protejam as plantas de microrganismos patogénicos tornando, desta forma, possível 

reduzir a aplicação de produtos fitofarmacêuticos e fertilizantes (Elnahal et al., 2022; Owen et al., 2015).

Em sistemas de agricultura intensiva, devido à baixa diversidade de culturas produzidas, as doenças do 

solo podem causar elevados prejuízos (Katan, 2004). A utilização de pesticidas (fungicidas, 

nematodicidas) para o controlo deste tipo de doenças foi, durante alguns anos, a principal forma de 

combate a estes agentes patogénicos, mas o seu uso indiscriminado leva à degradação de várias funções 

do solo (Zalidis et al., 2002). A utilização de microrganismos de proteção biológica pretende reduzir 

estes problemas e privilegiar uma melhoria das qualidades, principalmente biológicas, do solo a longo 

termo.

2.2.2. Interação entre o microbioma autóctone do solo e as rizobactérias

a. Azotobacter spp.
É um género de bactérias Gram-negativas, de vida livre no solo, aeróbias. Um dos principais interesses 

da sua utilização, do ponto de vista agronómico, é a sua capacidade de fixar azoto atmosférico sem 

necessidade de efetuar uma relação simbiótica com as plantas (Sumbul et al., 2020). Estas bactérias 

captam o azoto atmosférico para a síntese de proteínas, estas proteínas são 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 presença de Azotobacter spp. nos solos é influenciada pelo pH do solo, apresentando sensibilidade a 

solos com pH ácido; em particular, há grande diminuição da população com pH inferior a 6. A  salinidade 

é também importante para o desempenho destas bactérias; a maioria das espécies não tolera elevada 

salinidade. Quanto à temperatura, são organismos mesófilos, com temperatura ótima para o seu 

desenvolvimento de 25-30ºC, sendo sensíveis a temperaturas superiores a 45ºC e inferiores a 0ºC. Estes 

microrganismos são também influenciados pelo teor de carbono orgânico do solo, sendo a presença de 

Azotobacter spp. favorecida por um elevado teor de carbono orgânico 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, não formando nódulos nas raízes da plantas, são consideradas ePGPR - extracellular Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria (Bhattacharyya & Jha, 2012). Na sua revisão, Aasfar et al. (2021),  

identificam os principais mecanismos das bactérias Azotobacter spp. que permitem estimular o 

crescimento das plantas: produção de hormonas de crescimento; fixação de azoto atmosférico; 

solubilização de fósforo do solo e indução de tolerância das plantas a diversos stresses. Além disso, estas 

rizobactérias podem também ter um papel importante na diminuição da incidência de algumas doenças 

(Sumbul et al., 2020). 

As espécies de Azotobacter são capazes de sintetizar hormonas de crescimento das plantas tais como 

ácido índole-acético, giberelinas, citocininas. Estas hormonas induzem crescimento vegetativo, 

favorecem a absorção de nutrientes, promovem o crescimento de outros microrganismos benéficos na 

rizosfera e têm ainda um papel importante na proteção 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 amónio (NH3). Posteriormente, ocorre transformação no solo em ião amónio 

(NH4
+), que pode ser absorvido pelas raízes das plantas. A fixação biológica de azoto por parte de 

Azotobacter spp. é bastante dependente da presença de fósforo no solo (Aasfar et al., 2021). 

De acordo com Kizilkaya (2014) citado por Jnawali et al. (2015), as bactérias do género Azotobacter 

spp. têm capacidade de fixar em média 20 kg N/ha/por ano. Bhattacharyya & Jha (2012) citados por 

Aasfar et al. (2021) consideram que a fixação biológica de azoto atmosférico por parte destas bactérias 

pode alcançar 60 kg N/ha/por ano. Desta forma pode verificar-se a importância que estas bactérias 

podem ter para o fornecimento de azoto às plantas e a necessidade de manter as condições no solo ideais 

para o seu desenvolvimento e funcionamento.

O fósforo é um nutriente que existe nos solos, mas muitas vezes encontra-se em formas insolúveis, 

estando indisponível para ser imediatamente absorvido pelas plantas. Azotobacter spp. pode ter um papel 

importante na solubilização 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 abióticos que limitam a produção agrícola e a produtividade das culturas são a 

salinidade e o stress hídrico (Yang et al., 2009). Na investigação de Latef et al. (2020) a inoculação de 

plantas de milho com Azospirillum lipoferum e com Azotobacter chroococcum em condições de stress 

salino melhorou a atividade fisiológica das plantas, quando comparado com plantas não inoculadas, 

aumentando o crescimento das plantas de milho. Desta forma a inoculação 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 tolerância das plantas ao stress 

hídrico. No estudo de Shirinbayan et al. (2019) foram isoladas diferentes estirpes de Azotobacter spp. 

provenientes de solos de regiões semi-áridas, posteriormente foram inoculadas sementes de milho com 

estas estirpes e colocadas a crescer numa estufa sob condições de stress hídrico. Os resultados mostraram 

que a inoculação com Azotobacter spp. provocou um aumento do crescimento das plantas de milho, dos 

nutrientes absorvidos e tamanho das raízes. Este aumento da tolerância ao stress hídrico das plantas de 

milho deverá ser efeito do conjunto de mecanismos benéficos das rizobactérias promotoras do 

crescimento vegetal. 

A ação de Azotobacter spp. pode também ter efeitos benéficos na diminuição da suscetibilidade das 

plantas a doenças bióticas. De acordo com a investigação de Akram et al. (2016), a aplicação de 

Azotobacter chroococcum a plantas de grão de bico levou a uma diminuição significativa da incidência 

de nemátodes de galhas da espécie  Meloidogyne incognita. Esta aparente indução de resistência ao 

nemátode não deverá ocorrer por uma ação específica da bactéria, mas sim devido a uma série de 

mecanismos tais como o aumento da produção de hormonas vegetais, maior absorção de nutrientes e 

interação entre o agente causal de doença 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 e 

Fusarium oxysporum. Esta ação antagonista causou degradação de componentes da parede celular do 

fungo, resultando na perfuração de hifas, formação de células vazias e ainda degeneração de conídios.

A inoculação 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 produção da cultura. A produção de 

sementes inoculadas com A. chroococcum permitiu reduzir em metade a quantidade de fertilizantes 

aplicados, comparando com sementes não inoculadas, mantendo uma produtividade semelhante 

(Maheshwari et al., 2012).

b. Azospirillum spp.
Azospirillum é um género de bactérias Gram-negativas, com vida livre no solo e microaerófilas, 

sobrevivendo em condições com concentração muita reduzida de oxigénio. Estas bactérias têm a 

capacidade de fixar azoto atmosférico, tendo, por isso, elevado interesse agronómico (Cassán et al., 

2020).

À semelhança de Azotobacter, Azospirillum é também um género composto por bactérias consideradas 

rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) (Cassán & Diaz-Zorita, 2016). Os principais 

mecanismos que promovem o crescimento das plantas são: produção de fito-hormonas; fixação de azoto 

atmosférico; melhoria do crescimento radicular e aumento da absorção de nutrientes; solubilização de 

fósforo presente no solo e ainda mitigação de stresses bióticos e abióticos nas plantas (Bashan & De-

Bashan, 2010).



18

Todos estes mecanismos de promoção do crescimento vegetal poderão culminar numa maior 

produtividade das plantas e numa diminuição da quantidade de inputs aplicados, tais como os 

fertilizantes azotados (Okumura et al., 2013).

Azospirillum spp. são capazes de produzir diversas fito-hormonas, sendo as principais: auxinas (tais 

como ácido indolacético, ácido fenilacético ou ácido indolbutírico), giberelinas, citocininas, etileno e 

ácido abscísico (Cassán & Diaz-Zorita, 2016). No estudo de Lana et al. (2012) foi avaliado, em dois 

anos, o efeito de Azospirillum spp. associado à fertilização azotada de uma cultura de milho. Na ausência 

de adição de azoto à cultura, a inoculação das plantas de milho com Azospirillum spp. provocou um 

aumento de produção de 7,4% e 15,4% em cada uma das campanhas estudadas. Além disso, determinou-

se também que a inoculação das plantas de milho com Azospirillum spp. teve uma produtividade 

semelhante à obtida com a aplicação de 100 kg N/ha em cobertura.

Galindo et al. (2019) demonstraram que a inoculação de plantas de milho com Azospirillum brasilense 

permitia otimizar a utilização de azoto, diminuindo a necessidade de fertilização azotada. Comparando 

plantas inoculadas com Azospirillum brasilense e plantas não inoculadas, para o mesmo nível de 

fertilização azotada, a inoculação levou a um aumento do índice de clorofila foliar, diâmetro do caule, 

comprimento das espigas e eficiência do uso de azoto, tendo um efeito de aumento de produtividade. 

Concluíram também que a aplicação de 100 kg N/ha na forma de ureia em plantas inoculadas com 

Azospirillum brasilense seria a modalidade economicamente mais rentável de todas as modalidades em 

estudo. 

Azospirillum spp. podem também ter um efeito benéfico na melhoria da absorção de nutrientes pelas 

plantas. Ardakani et al. (2011) analisaram a influência de Azospirillum brasilense e outros 

biofertilizantes na absorção de nutrientes (azoto, fósforo e potássio) por plantas de trigo. Azospirillum 

brasilense provocou um maior desenvolvimento do sistema radicular e teve um efeito benéfico na 

absorção dos três macronutrientes principais. Concluiram ainda que a aplicação de estrume, micorrizas 

e Azospirillum brasilense tem um efeito sinérgico, aumentando ainda mais o desenvolvimento radicular 

e a absorção de nutrientes.

A solubilização de fósforo do solo pode ser outro dos mecanismos de promoção do crescimento vegetal 

de Azospirillum spp.. Rodriguez et al. (2004) concluíram que as estirpes Cd e 8-I de Azospirillum 

brasilense e a estirpe JA4 de Azospirillum lipoferum eram capazes de produzir ácido glucónico quando 

cultivadas num meio com fosfato de cálcio pouco solúvel. Dado que um dos principais mecanismos de 

solubilização de fosfato mineral é através da produção de ácidos orgânicos (Rodríguez & Fraga, 1999), 

conclui-se que as duas estirpes de Azospirillum brasilense e a estirpe JA4 de Azospirillum lipoferum são 

capazes de solubilizar fosfatos, que se encontrem em formas insolúveis, através da produção de ácido 

glucónico, um ácido orgânico.
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A tolerância a stresses abióticos, tais como a salinidade ou o stress hídrico pode ser outra das vantagens 

de Azospirillum spp.. A inoculação de sementes de alface com Azospirillum brasilense estirpe Sp245 

resulta num aumento de massa das alfaces em diferentes concentrações de NaCl no solo, levando 

também a um aumento da taxa de germinação das sementes inoculadas (Barassi et al., 2006). Fasciglione 

et al. (2015) demonstraram também que a inoculação de plantas de alface com Azospirillum spp. 

aumentou a produtividade, o valor nutricional e também a vida útil, após a colheita, de alfaces cultivadas 

sob condições de stress salino.

Azospirillum spp. podem ter também um efeito benéfico na supressão de doenças do solo (Bashan & 

De-Bashan, 2010). Hassouna et al. (1998) concluiu que A. brasilense causou uma redução 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. Avaliação da qualidade do solo
Para ser feita uma avaliação da qualidade do solo e assegurar que estão a ser tomadas medidas que visam 

o incremento dessa qualidade é necessário ter em conta diversos indicadores. Os indicadores da 

qualidade do solo podem dividir-se em visuais, físicos, químicos e biológicos.

Os indicadores visuais baseiam-se apenas na observação visual do solo, presença de marcas de erosão, 

tipo de cobertura do solo, presença de marcas de ação antropogénica possíveis de degradar o solo, entre 

outras (Martinez et al., 2010).

Os indicadores físicos estão relacionados com a organização das partículas de solo, porosidade e a 

capacidade de penetração das raízes. Estes indicadores são a profundidade do solo, densidade aparente, 

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

Os indicadores químicos da qualidade do solo incluem: pH, quantidade de matéria orgânica, 

disponibilidade de nutrientes, capacidade de troca catiónica (CTC), reciclagem de nutrientes e a 

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

São considerados indicadores biológicos da qualidade do solo parâmetros como: a concentração de 

organismos do solo, quer sejam macrorganismos (principalmente insetos), quer microrganismos como 

fungos, bactérias ou nemátodes (biomassa microbiana); a quantificação da respiração microbiana, 

utilizada como medida da decomposição de matéria orgânica e da atividade microbiana de uma forma 

abrangente; a atividade enzimática, devido ao importante papel de algumas enzimas na reciclagem de 

nutrientes (Alkorta et al., 2003). A quantificação da atividade de enzimas tais como: desidrogenase, β-

glicosidases, urease, amidases, fosfatases, arilsulfatase, celulases e fenoloxidases pode dar indicações 

acerca de diferentes funções do solo (Nielsen & Winding, 2002).
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A enzima desidrogenase dá uma indicação geral da atividade microbiana, estando envolvida nos 

processos de respiração dos microrganismos (Nielsen & Winding, 2002). As desidrogenases são enzimas 

intracelulares do grupo das oxirredutases, geralmente presentes em grande quantidade nos solos. As 

desidrogenases desempenham um papel fundamental na oxidação biológica da matéria orgânica, 

transferindo hidrogénio de substratos orgânicos para aceitadores inorgânicos  (Kumar et al., 2013; 

Wolińska & Stepniewska, 2012). Pode também ser utilizado um quociente metabólico que relaciona a 

respiração microbiana por unidade de biomassa (Xu et al., 2017). 

A taxa de decomposição dos resíduos das plantas ou a quantificação do número de sementes de plantas 

infestantes podem ser também considerados indicadores biológicos da qualidade do solo (Martinez et 

al., 2010).
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3. Materiais e métodos

3.1. Descrição do local
3.1.1. Localização do ensaio

O ensaio decorreu na empresa Carlos Neves Unipessoal Lda., numa parcela de terreno (Fig. 4) localizada 

entre Enxara do Bispo e Tourinha, União Das Freguesias De Enxara Do Bispo, Gradil e Vila Franca Do 

Rosário no concelho de Mafra (38º59'25.994"N 9º14'53.585"W). Todo o terreno estava, na época do 

ensaio, dedicado à produção de diversas cultivares de alface. 

Figura 4 - Fotografia aérea da parcela onde decorreu o ensaio (Google Earth)

3.1.2. Caracterização edafoclimática

De acordo com a classificação climática de Köppen-Geiger o clima da região onde decorreu o ensaio é 

Csb, clima temperado com verão seco e suave (IPMA, 2024). Para a caracterização do clima recorreu-

se à normal climatológica de 1981-2010, da estação do IPMA localizada em Lisboa - Avenida Gago 

Coutinho, que se situa a aproximadamente 30 km da exploração (Fig. 5).

Figura 5 - Normais climatológicas da região de Lisboa e Vale do Tejo, estação climatológica do IPMA Lisboa / Gago 
Coutinho 1981-2010 (IPMA, 2023)
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Como é característico do clima mediterrânico, os meses de verão, com temperaturas mais elevadas são 

os meses com menores valores de precipitação. Os meses com temperaturas mais baixas apresentam 

maiores valores de precipitação.

Os meses de cultivo de alface ao ar livre são geralmente entre março e outubro, sendo que a ocorrência 

de temperaturas extremas pode afetar negativamente a cultura. O número médio de dias com ocorrência 

de geada é de 0,1 dias/ano, sendo este um acontecimento relativamente raro, ocorrendo principalmente 

nos meses de inverno quando não há cultivo de alface ao ar livre. O número médio de dias muito quentes 

(temperatura máxima do ar superior ou igual a 35 °C) é também relativamente reduzido, em média 6,1 

dias muito quentes por ano (IPMA, 2023).

Para realizar uma comparação entre a normal climática de 1981-2010 e as condições meteorológicas do 

ano 2024, recorreu-se aos dados estação meteorológica do COTHN (Centro Operativo e Tecnológico 

Hortofrutícola Nacional) localizada no Carrascal, a cerca de 3 km do terreno onde decorreram os ensaios 

(Figura 6).

Figura 6 - Precipitação e temperatura média no ano 2024 na estação meteorológica do Carrascal (COTHN)

Na Figura 7 pode verificar-se, em comparação com a normal climática de Lisboa, que em 2024 houve 

uma precipitação mais intensa em março e relativamente baixa nos meses de abril e maio. Em junho, 

quando foi instalado o primeiro ensaio, a precipitação foi relativamente elevada e a temperatura média 

foi de cerca de 18 °C. Nos meses de julho e agosto a precipitação foi reduzida, a temperatura média foi 

próxima de 20 °C em ambos os meses (Figura 7). No mês de setembro ocorreu alguma precipitação, 

cerca de 15 mm, e a temperatura média já foi um pouco mais baixa, cerca de 18 °C. 

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

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

Relativamente às temperaturas médias diárias 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 diária 

apenas foi inferior a 15 °C em um dia e nunca ultrapassou os 25 °C, temperaturas favoráveis ao 

crescimento da alface e que evitam a indução de floração, que ocorre com temperaturas superiores a 33 

°C (Almeida, 2006).

De acordo com Cardoso (1965), disponibilizado por DGADR (2024), os solos da exploração agrícola 

onde decorreu este ensaio são Solos Incipientes Aluviossolos Modernos Calcários (Para-Solos 

Calcários) de textura mediana. A ordem dos Solos Incipientes caracteriza-se por solos não evoluídos, 

sem horizontes genéticos claramente diferenciados, praticamente reduzidos ao material originário. Os 

aluvissolos são solos incipientes, não hidromórficos, constituídos por depósitos estratificados de 

aluviões.

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 verão. É uma cultivar bastante precoce e as 

plantas são geralmente volumosas, apresentando espigamento lento. Apresenta resistência a fusariose, 

míldio e ao vírus do mosaico da alface. Estas plantas foram semeadas em mottes por um viveiro 

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

Neste ensaio foi aplicado o adubo orgânico Fertimax cavalo e o regenerador microbiano rizosférico 

VitaSoil.

Fertimax Cavalo é um adubo orgânico azotado granulado da empresa Nutrofertil. É produzido à base de 

estrume de cavalo (75%) e resíduos florestais (25%). Apresenta na sua composição: 3,08% de azoto 

total (N), sendo 3% de azoto orgânico; 0,8% de fósforo total (P2O5); 0,4% de potássio total (K2O); 1,6% 

de cálcio total (Ca); 0,3% de magnésio total (MgO). Para culturas hortícolas a dose recomendada é de 

1500 a 3500 kg/ha.

VitaSoil é 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 regeneração dos solos cultivados em sistemas de agricultura 

intensiva, tais como Azotobacter spp. e Azospirillum spp. A aplicação de VitaSoil tem como principal 

efeito a regeneração biológica 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 eficiência na reciclagem de nutrientes do solo e promove 

um ambiente adequado para o desenvolvimento das culturas. A dosagem recomendada é de 10 l/ha com 

uma aplicação mensal.

3.2.3. Esquema experimental

O ensaio teve como objetivo avaliar o efeito da aplicação de matéria orgânica, através da aplicação do 

adubo orgânico Fertimax, e de rizobactérias, através do produto VitaSoil, na produção e rendimento da 

cultura da alface, bem como nas propriedades biológicas do solo.

Desta forma, delimitaram-se quatro talhões de terreno semelhantes, cada um com uma dimensão 

aproximada de 225 m2 (50 x 4,5 m) (Fig. 8). 

Neste terreno foram realizadas duas plantações sucessivas, no mesmo local, onde foi aplicado o mesmo 

esquema experimental aos quatro talhões. Entre a colheita da primeira plantação de alface e a segunda 

plantação decorreu aproximadamente um mês, durante o qual o solo não teve qualquer tipo de cobertura.

Figura 8 - Esquema experimental
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No talhão A aplicou-se um adubo orgânico azotado granulado (Fertimax cavalo) e o produto VitaSoil.

No talhão B aplicou-se apenas adubo orgânico azotado granulado (Fertimax cavalo).

No talhão C aplicou-se apenas o produto VitaSoil.

No talhão D não foi aplicado adubo orgânico nem produto VitaSoil, sendo este o grupo de controlo.

Apenas se realizaram 4 talhões, sem repetições de cada uma das modalidades, devido à necessidade de 

conciliar este ensaio com a logística de produção do agricultor.

O adubo orgânico azotado granulado, Fertimax cavalo, foi aplicado ao solo antes da aplicação do 

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

O produto VitaSoil foi aplicado através da água de rega, por rega gota-a-gota. A aplicação foi feita uma 

semana após a plantação, aquando da primeira rega feita pelo sistema gota-a-gota. Na primeira plantação 

a aplicação foi realizada no dia 4 de julho, na segunda plantação a aplicação de Vitsoil foi feita no dia 

30 de agosto. A dose de aplicação foi a recomendada pelo fabricante, 10 l/ha.

3.3. Práticas culturais no campo experimental

3.3.1. Preparação do solo

No outono de 2023 realizou-se a sementeira de uma mistura de trigo com fava. Esta mistura foi 

incorporada no terreno em março de 2024, antes do início da campanha de alface de ar livre de primavera 

verão.

A preparação do solo começou por uma gradagem para incorporação desta cultura de cobertura, seguiu-

se uma subsolagem para descompactação do solo a maior profundidade. Seguiu-se uma primeira 

fresagem do solo e aplicação de um adubo orgânico azotado granulado nos talhões A e B. Por fim, 

realizou-se outra fresagem com a aplicação do plástico negro perfurado para mulching e da fita de rega.

Após a colheita da primeira plantação o plástico negro e fita de rega foram removidos. O terreno ficou 

sem qualquer cobertura durante cerca de um mês. Após este período foi feita uma subsolagem e duas 

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

Posteriormente foi aplicado adubo orgânico azotado granulado, nos talhões A e B e, por fim, realizou-

se outra fresagem simultânea à aplicação do plástico negro perfurado para mulching e da fita de rega.
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3.3.2. Instalação da cultura

A instalação da cultura de alface foi feita através de plantação manual de plantas de alface produzidas 

em mottes. A plantação é feita através da colocação dos mottes em cima do solo, nos orifícios do plástico. 

O espaçamento entre plantas foi de cerca de 28x28 cm, sendo a densidade de plantação de cerca de 

120000 plantas/ha.

A primeira plantação decorreu nos dias 13 e 14 de junho de 2024. Na primeira plantação foram aplicados 

em cada talhão 3 linhas de plástico negros para mulching, cada um com uma largura de cerca de 1,40 m 

(Fig. 9 e 10).

A segunda plantação ocorreu no dia 22 de agosto, exatamente no mesmo local da primeira. Nesta 

plantação, devido a uma alteração na tecnologia de produção, foram aplicados em cada talhão quatro 

linhas de plástico 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 aspersão fixa durante uma semana após a 

plantação. Após este período a rega passou a ser feita através do sistema gota-a-gota.

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

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

               

Quadro 5 - Principais operações culturais realizadas no ensaio
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3.3.3. Tratamentos fitossanitários e fertilização

No Quadro 6 são apresentados os tratamentos fitossanitários realizados em cada um dos ensaios e os 

respetivos inimigos alvo.

A fertilização foi feita através da aplicação de Hemostar Proteico (Quadro 7) em todas as modalidades. 

Este é um fertilizante líquido que foi aplicado através do sistema de rega gota-a-gota. Foi aplicada uma 

dose de 40 L/ha cerca de 2 semanas após cada uma das plantações de alface.

Nas modalidades A e B também deverá ser contabilizado o fornecimento de nutrientes pelo adubo 

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

orgânica.

Quadro 7 - Nutrientes fornecidos pelos fertilizantes Hemostar proteico e Fertimax

Quadro 6 - Produtos fitofarmacêuticos aplicados na cultura
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Quadro 8 - Micronutrientes e metais pesados presentes no adubo orgânico Fertimax

3.3.4. Observações no campo e recolha de amostras de solo

Realizaram-se visitas semanais ao campo, com vista ao acompanhamento do ciclo da cultura e para 

avaliar a presença de algum indício de praga e sintomas/sinais de doenças que afetem a cultura da alface. 

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

Ao longo do ensaio recolheram-se amostras de solo em oito datas distintas. Foram recolhidas três 

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 às raízes das plantas na profundidade 0-

15 cm.

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

Foram realizadas análises químicas às amostras colhidas em três datas. Foi realizado o plaqueamento 

para crescimento de fungos e para crescimento de bactérias, bem como a determinação da atividade 

desidrogenásica em todas as amostras de forma a avaliar a evolução destes indicadores ao longo das 

culturas e a influência dos diferentes tratamentos na atividade e presença de microrganismos no solo. O 

tipo de análise realizada e data das colheitas está expresso no Quadro 9.
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As amostras foram recolhidas com uma periodicidade de cerca de 15 dias, fazendo-se coincidir com 

operações culturais importantes como a aplicação de VitaSoil ou colheita. A primeira recolha de 

amostras de terra deu-se no dia 21 de junho, exatamente antes da aplicação de VitaSoil na primeira 

plantação 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 aplicação de VitaSoil na segunda 

plantação 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

3.3.5. Colheita

A colheita do 1º ensaio foi realizada a 16 de julho de 2024. Foram colhidas 30 alfaces por cada 

modalidade, de forma aleatória ao longo do talhão, totalizando 120 alfaces no conjunto das 4 

modalidades.

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

modalidade.

As alfaces foram limpas de acordo com os padrões de qualidade e exigências dos compradores, foram 

removidas as folhas que estavam mais próximas do solo, necrosadas ou amareladas e as que 

apresentavam algum defeito, como alguma podridão ou algum estrago causado por pragas. 

Posteriormente quantificou-se a massa das alfaces numa balança de campo (Proficook). Só após a 

pesagem se procedeu à lavagem das alfaces.
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3.4. Métodos laboratoriais
3.4.1. Meios de cultura para plaqueamento

A determinação dos microrganismos existentes no solo pode ser feita através de plaqueamento e 

posterior observação e contagem ao microscópio das unidades formadoras de colónias (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 

dissolução de 25 g de LB broth (high salt) (Duchefa) e 15 g de agar bacteriological (Scharlau) em 1 L 

de água destilada. Começou-se por dissolver LB broth em 500 ml de água destilada e o pH foi acertado 

até ao valor de 7,2 com a adição de NaOH. Após o equilíbrio do pH adicionaram-se os restantes 500 ml 

de água destilada e o agar. Seguidamente, o meio foi levado à autoclave para esterilização a 120 ˚C, 1 

bar durante 15 minutos. Por fim, dentro de uma câmara de fluxo, colocou-se o meio em placas de Petri 

que foram fechadas e colocadas à temperatura ambiente.

Para avaliar o crescimento de fungos utilizou-se o meio PDA (Potato dextrose agar). Para a sua 

preparação dissolveram-se 39 g de Potato Dextrose Agar (Biokar) em 1 l de água destilada e foi levado 

à autoclave para esterilização a 120˚C, 1 bar durante 15 minutos. Após arrefecimento foi adicionado um 

antibiótico, que adiante se detalha, com o intuito de evitar o crescimento de bactérias, uma vez que estas 

possuem, geralmente, um período de crescimento mais reduzido que os fungos. Por fim, dentro de uma 

câmara de fluxo, colocou-se o meio em placas de Petri que foram fechadas, colocadas dentro de um saco 

e deixadas à temperatura ambiente.

Para evitar o crescimento de bactéria começou-se por acrescentar ao meio PDA o antibiótico ampicilina 

numa concentração no meio de 25 µg/ml, mas esta concentração permitiu um elevado crescimento de 

bactérias (Fig.14). Para verificar se existia alguma resistência especifica das bactérias do solo a este 

antibiótico adicionou-se canamicina a algumas placas e cloranfenicol a outras, verificando-se que há 

crescimento de bactérias com ambos os antibióticos (Fig.15 e 16). Optou-se então por acrescentar 

canamicina ao meio PDA numa concentração 50 µg/ml, mas ainda se verificou crescimento de bactérias 

(Fig. 17). Aumentou-se a concentração de canamicina no meio PDA para 100 µg/ml e, desta forma, 

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

   

Figura 16 - Plaqueamento em meio PDA+ampicilina+canamicina

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

Figura 18 - Plaqueamento em meio PDA+canamicina [100µg/ml]

Figura 15 - Plaqueamento em meio 
PDA+ ampicilina+ cloranfenicol
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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. 

Começou-se por moer a amostra com um pilão num almofariz, pesou-se 0,2 g dessa amostra moída e 

adicionaram-se 500 µl de água desionizada num tubo de Eppendorf. Colocou-se o tubo num agitador 

durante 15 minutos (300 rpm à temperatura ambiente) e, por fim, centrifugou-se durante 5 minutos a 

1300 rpm.

3.4.3. Plaqueamento

O plaqueamento foi realizado dentro de uma câmara de fluxo laminar devidamente desinfetada. Pipetou-

se cuidadosamente 100 µl do sobrenadante do extrato de solo preparado para cada placa. Com o auxílio 

de um espalhador desinfetado, distribuiu-se o extrato de solo de forma uniforme em toda a superfície do 

meio de cultura. 

Após este processo as placas com meio PDA foram colocadas fechadas à temperatura ambiente de forma 

a avaliar o crescimento de fungos. Após alguns dias foram contadas as colónias formadas e a diversidade 

de fungos presentes.

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

Após 24 horas as colónias formadas foram contadas.

Para cada amostra de solo retirada foram realizados dois plaqueamentos para fungos e dois 

plaqueamentos para bactérias. O número de colónias formadas de fungos ou de bactérias das duas placas 

da mesma amostra foram somados para apresentação dos resultados finais. 

3.4.4. Atividade da enzima desidrogenase

A medição da atividade desidrogenásica do solo é feita laboratorialmente recorrendo ao método de 

Casida et al. (1964). É utilizado cloreto de trifeniltetrazólio (TTC), incolor, que ao ser reduzido pelas 

desidrogenases presentes no ambiente do solo origina um produto insolúvel de cor vermelha, o 

trifenilformazano (TPF). O TPF formado é então quantificado por espetofotometria na faixa de luz 

visível (485 nm), sendo que amostras com uma cor mais avermelhada têm maior atividade 

desidrogenásica e amostras mais incolores têm menor atividade desidrogenásica (Wolińska & 

Stepniewska, 2012).

Começou-se por preparar uma solução Tris 0,1 M através da dissolução de 15,76 g de Tris em 1 l de 

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

dissolução de TTC na solução Tris preparada anteriormente.

Para cada amostra de solo pesaram-se dois tubos com 1 g de solo, previamente moídas num almofariz. 

Para o controlo, foram adicionados 333 µl de glucose (solução 0,1%) e 666 µl de solução Tris a um tubo 

de cada amostra de solo (com 1 g). Para a reação foram adicionados, numa câmara escura, 333 µl de 

glucose (solução 0,1%) e 666 µl de solução TTC a um tubo de cada amostra de solo (com 1 g). Todas 

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

Após o período de incubação, numa câmara escura, foram adicionados 3 ml de metanol a cada tubo de 

forma a parar a reação e filtrou-se cada uma das amostras. Após a filtragem pipetou-se 1 ml de cada 

amostra para cuvetes e determinou-se a absorvância num espetofotómetro (Cecicl CE1011) a um 

comprimento de onda de 485 nm.

Devido à dificuldade de obter 1 ml de cada amostra para determinar a absorvância houve necessidade 

de alterar o procedimento, duplicando a escala do procedimento anteriormente realizado. Para cada 

amostra de solo pesaram-se então 2 tubos com 2 g de solo. Para o controlo adicionaram-se 666 µl de 

glucose (solução 0,1%) e 1332 µl de solução Tris a um tubo de cada amostra de solo. Para a reação 

foram adicionados, numa câmara escura, 666 µl de glucose (solução 0,1%) e 1332 µl de solução TTC a 

um tubo de cada amostra de solo. Todas as amostras foram colocadas a incubar no escuro, a 30º C com 

uma ligeira agitação durante 42 horas. Após o período de incubação, numa câmara escura, foram 

adicionados 6 ml de metanol a cada tubo de forma a parar a reação. Cada uma das amostras foi 

centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos, retirando-se depois 1 ml de sobrenadante para determinação 

da absorvância num espetofotómetro (Cecicl CE1011) a um comprimento de onda de 485 nm.

Devido à indisponibilidade do composto de referência para esta reação, não foi possível realizar uma 

curva de calibração nem quantificar a atividade enzimática. Os dados são, por isso, apresentados na 

forma de absorvâncias, permitindo fazer uma comparação entre modalidades e ao longo do ciclo da 

cultura. Os valores da absorvância foram ajustados através da subtração da absorvância medida na 

reação de controlo e posterior multiplicação 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. Após o ajuste dos valores da absorvância, fez-se uma média dos valores de absorvância 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. Análises químicas ao solo

a. pH e condutividade elétrica
Para a medição 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 água destilada. As suspensões foram colocadas num agitador 

mecânico durante 1 hora à temperatura ambiente a 160 rpm. Após a agitação determinou-se o pH através 

de um potenciómetro (Orion 3 Star Thermo Scientific) (Fig. 19) e a condutividade elétrica através de 

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

                            

b. Matéria orgânica
Para a determinação da matéria orgânica começou-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 

conteúdo de carbono total presente em cada uma das amostras.

Devido a uma avaria neste equipamento não foi possível fazer a medição do carbono inorgânico. Assim, 

identificou-se a amostra de solo que tinha maior valor de pH e mediu-se, num calcímetro de Bernard, o 

volume de CO2 libertado pela amostra quando reage com ácido clorídrico. Esta medição resultou num 

teor de carbono inorgânico inferior a 0,5%, assim assumiu-se que o teor de carbono inorgânico era de 

0%.

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

utilizando a equação𝑀𝑂 (%) = [݃ݎ݋݊݅ ݋݊݋ܾݎܽܥ − (%) ݈ܽݐ݋ݐ ݋݊݋ܾݎܽܥâ݊݅ܿ݋ (%)] × 1,724
c. Fósforo e potássio extraível

Para a determinar o fósforo e potássio extraíveis do solo, pesaram-se 2 g de solo aos quais se adicionaram 

40 ml de solução extratante de Egner-Riehm (lactato de amónio) por cada amostra de solo. As 

suspensões foram colocadas 2 horas num agitador mecânico à temperatura ambiente a 160 rpm, 

posteriormente as amostras foram centrifugadas durante 7 minutos a 4000 rpm à temperatura ambiente. 

Pipetaram-se 10 ml da solução e realizou-se a medição dos elementos num ICP-OES (Thermo Scientific 

iCAP 7000 Series ICP-OES) (Fig. 21). 

Figura 20 - Condutivímetro Orion 
Star A212 Thermo Scientific

Figura 19 - Potenciómetro Orion 3 
Star Thermo Scientific
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d. Catiões não ácidos de troca (Na, K, Ca, Mg)
Para a determinação dos catiões não ácidos de troca do solo, sódio (Na), potássio (K), cálcio (Ca) e 

magnésio (Mg), pesaram-se 2 g de solo de cada amostra e adicionaram-se 30 ml de solução extratante 

de acetato de amónio 1 N em cada uma. As amostras foram colocadas 15 minutos num agitador mecânico 

a 160 rpm à temperatura ambiente. Seguidamente as amostras foram centrifugadas, realizou-se a 

pipetagem e a medição dos elementos num ICP-OES, tal como descrito anteriormente.

e.  Microelementos extraíveis (Fe, Cu, Zn, Mn)
Para determinar os teores de ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn) e manganês (Mn) extraíveis do solo, 

pesaram-se 4 g de solo de cada amostra e adicionaram-se 40 ml de solução extratante de Lakanen 

(AAAc-EDTA). As suspensões foram colocadas, durante 30 minutos, num agitador mecânico a 160 rpm 

à temperatura ambiente. Seguidamente as amostras foram centrifugadas, realizou-se a pipetagem e a 

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

f. Boro
Para a determinação do boro extraível pesaram-se 12,5g de solo de cada uma das amostras e 

adicionaram-se 25 ml de solução extratante CaCl2 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 medição dos elementos num ICP-OES, tal 

como descrito anteriormente.

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

g. Azoto mineral
Para a determinação do azoto mineral do solo (NH4

+ e NO3
-), pesaram-se 6 g de solo de cada uma das 

amostras e adicionaram-se 30 ml de solução extratante de cloreto de potássio (KCl 2 N). As amostras 

foram colocadas num agitador mecânico durante 1 hora a 160 rpm à temperatura ambiente . 

Seguidamente, foram centrifugadas durante 7 minutos a 4000 rpm à temperatura ambiente. Pipetaram-

se 10 ml da solução e realizou-se a determinação individual do azoto mineral nas formas de NH4
+ e NO3

- 

por espectrofotometria de absorção 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 análises químicas ao solo e da atividade desidrogenásica, em que há dados 

recolhidos nas diferentes modalidades em várias datas, foram realizadas duas análises de variância 

(ANOVA) cada uma a um fator, seguidas de testes de Tukey, com um nível de significância de 5% 

(α=0,05) para discriminar diferenças significativas entre as médias obtidas, sempre que a ANOVA 

indicou efeito do fator. A validade dos pressupostos de normalidade e homogeneidade da variância dos 

erros aleatórios foi avaliada graficamente.

Estas duas análises de variância foram utilizadas para discriminar diferenças entre as modalidades para 

a mesma data e discriminar diferenças dentro da mesma modalidade em datas diferentes. Assim, 

agruparam-se as duas análises sempre num mesmo quadro, usando letras maiúsculas para diferenças 

entre datas, na mesma modalidade e letras minúsculas para diferenças entre modalidades na mesma data.

Todas as análises estatísticas foram efetuadas utilizando a aplicação R (R Core Team, 2024).

No caso das massas das alfaces colhidas realizou-se uma análise de variância (ANOVA) a um fator, 

seguida de teste de Tukey, com nível de significância de 5%. A validade dos pressupostos de normalidade 

e homogeneidade da variância dos erros aleatórios foi avaliada graficamente.

Os dados referentes a contagens de colónias de bactérias e fungos não sofreram tratamento estatístico. 

Uma vez que foram feitas duas placas por cada amostra, o número de colónias em cada placa foi somado. 

Para obtenção de um valor por modalidade somou-se o número de colónias das 3 amostras de cada 

modalidade, para uma determinada data. No caso das colónias de fungos, contabilizou-se também a 

diversidade de fungos presentes em cada placa, através do aspeto e cor das colónias formadas.
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3.6. Análise económica 
Para a realização da análise económica utilizaram-se os dados obtidos da massa média por alface em 

cada um dos ensaios, a densidade de plantação e o preço 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 à 

unidade de um hectare para mais fácil compreensão.

Os custos dos produtos Fertimax e VitaSoil e da aplicação de Fertimax foram fornecidos pelo produtor 

e remetidos também à unidade de um hectare. 

Calculou-se a diferença entre a receita bruta e os custos das aplicações dos produtos Fertimax e VitaSoil 

para cada modalidade, que se optou por não 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 económico de cada uma das modalidades, relativamente à não aplicação 

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

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

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

No 1º ensaio, em termos absolutos, pode verificar-se que a massa média da modalidade B (onde só foi 

aplicado o adubo orgânico azotado Fertimax) foi a mais elevada, com uma massa média por alface 9% 

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

No 2º ensaio pode verificar-se que a modalidade A, onde foi aplicado adubo orgânico azotado e o 

produto VitaSoil (rizobactérias), obteve a maior massa média por alface, sendo este 19% (83,6 g) 

superior à massa média das alfaces da modalidade D. Também a modalidade B obteve uma massa média 

por alface elevada, 16% (71 g) superior à modalidade D. A modalidade C, em que só foi aplicado o 

produto VitaSoil, não apresentou diferenças significativas relativamente a nenhuma das outras 

modalidades, evidenciando um comportamento intermédio.

Na comparação 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 só foi aplicado 

VitaSoil, não apresentou diferenças significativas para nenhuma das outras modalidades em ambos os 

ensaios. Pode também observar-se que as massas médias por alface no 2º ensaio foram superiores às 

massas do 1º ensaio em todas as modalidades, com exceção do controlo D. Os efeitos, principalmente 

da aplicação do adubo orgânico 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 é a aplicação do adubo orgânico 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 são estatisticamente semelhantes, dando uma ideia do 

menor efeito do complexo de rizobactérias aplicado em A e C. O efeito isolado da aplicação do complexo 

de rizobactérias VitaSoil é bastante reduzido, não havendo uma diferença estatística significativa para o 

controlo.

Os resultados estão de acordo com o demonstrado por Liu et al. (2014), que verificaram que a 

combinação de adubos orgânicos com fertilizantes líquidos promovia um maior crescimento de alface, 

tendo também um efeito positivo na qualidade do solo e resultou numa menor acumulação de nitratos 

nas folhas de alface. Ribeiro et al. (2010) verificaram que a aplicação de um adubo orgânico azotado 

combinado com a aplicação de estrume pode aumentar a taxa de mineralização de azoto e desta forma 

fornecer mais azoto às plantas. Esta aplicação combinada de estrume com adubo orgânico azotado foi a 

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

Através da quantificação da massa média por alface em cada uma das modalidades, nos 2 ensaios 

realizados foi possível realizar uma análise económica para avaliar qual a modalidade mais benéfica 

para o agricultor (Quadros 11 e 12).

 

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

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

Quadro 11 - Análise económica das diferentes modalidades no 1º ensaio

Quadro 12- Análise económica das diferentes modalidades no 2º ensaio
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No Quadro 11, no 1º ensaio, pode observar-se que a modalidade B apresenta uma produtividade por 

hectare cerca de 5,6 t superior à produtividade do controlo. Esta diferença na produtividade resulta numa 

grande diferença nas receitas brutas obtidas nestas duas modalidades. Contabilizando os custos 

associados a esta modalidade (aquisição do adubo orgânico azotado e sua aplicação) observa-se que 

ainda há um acréscimo de receita de 3500 € relativamente à não aplicação de adubo orgânico azotado e 

complexo de rizobactérias (modalidade D). A produtividade alcançada na modalidade A foi semelhante 

à modalidade B, sendo os custos de aplicação superiores, devido ao custo do VitaSoil. 

No Quadro 12, na 2ª plantação, pode verificar-se que que a modalidade A tem uma produtividade 10 t 

superior ao controlo. Com a aplicação do adubo orgânico azotado e do complexo de rizobactérias há um 

acréscimo de receita de 8400 € por hectare.

Nos dois ensaios a modalidade B mostrou-se a mais produtiva e lucrativa, havendo um ganho económico 

significativo relativamente ao controlo. A modalidade C apresenta-se como mais económica, pois a 

aquisição e aplicação de Fertimax é dispendiosa, mas a produtividade é bastante inferior. A modalidade 

D tem menor produtividade em ambos os ensaios, reforçando a importância da aplicação do adubo 

orgânico azotado.

Se, durante a campanha de primavera-verão de 2024 tivessem sido aplicados os tratamentos da 

modalidade B (Fertimax) nas duas produções de alface realizadas naquele terreno, o produtor teria um 

aumento de receita de cerca de 10 500 €/ha relativamente à não aplicação deste produto. 

No contexto empresarial, a aplicação de qualquer um destes dois produtos revelou ser possível e de 

relativa facilidade para o produtor. O produtor já tinha incluído no calendário de operações para a cultura 

da alface a aplicação de um adubo orgânico, dispondo já de todo o equipamento necessário para a sua 

aplicação. Relativamente ao complexo de rizobactérias, a sua aplicação é realizada através da água de 

rega. O produtor utiliza o sistema de rega gota-a-gota e possui um sistema de injeção de fertilizantes, 

pelo que a sua aplicação também se tornou fácil, sem necessidade de investimento em nenhum material.
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4.2. Impacto das modalidades nas propriedades biológicas e químicas do solo
4.2.1 Fungos

Após o plaqueamento do extrato de solo das diversas amostras, contabilizou-se o número de colónias 

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.

Pode observar-se, na Figura 25, a evolução do número de fungos, agrupados por modalidade, 

contabilizados no plaqueamento do extrato de solo em meio PDA ao longo de todo o ensaio.

Figura 25 - Evolução do número de colónias de fungos contabilizados no plaqueamento do extrato de solo

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

Figura 23 - Plaqueamento de fungos (meio PDA+Canamicina) da 
amostra D1 de 30/08/2024 (vista superior da placa)
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De uma forma geral, no início do ensaio, na primeira amostra de terra retirada, verifica-se que o número 

de fungos que cresceram nas placas foi, de uma forma geral, reduzido. Isto pode dever-se ao período de 

vários meses, entre o final do outono e o início da primavera, em que o campo esteve semeado com 

culturas de cobertura e 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 mobilizações realizadas para a instalação da cultura 

são algo intensas, podendo levar a uma diminuição de fungos no solo.

Com o avançar das culturas há uma tendência de aumento no número de fungos contabilizados, com 

maior incidência nas amostras de 13 de setembro (com exceção da modalidade B). Este maior número 

de fungos no solo com o avançar da cultura poderá estar relacionado com a sucessão da mesma cultura 

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

Na modalidade A observa-se um ligeiro aumento do número de fungos após a primeira aplicação do 

complexo de rizobactérias VitaSoil e um decréscimo acentuado após a colheita, sugerindo que o 

complexo de rizobactérias promoveu um crescimento de fungos no solo e com a ausência da cultura 

estes fungos deixaram de se desenvolver. Após a segunda plantação e a nova aplicação de VitaSoil há 

um crescimento importante dos fungos do solo, seguido de uma redução abrupta até à colheita, podendo 

dever-se a uma diminuição dos recursos disponíveis e também da temperatura (ver 3.1.2.).

Na modalidade B há um crescimento do número de fungos até ao dia 4 de julho, após essa data observa-

se um decréscimo. Segue-se um pico durante o período 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. Após a segunda plantação ocorre novamente um aumento, menos acentuado, 

no número de fungos.

Na modalidade C há um aumento importante do número de fungos após a primeira aplicação do 

complexo de rizobactérias, mas logo a seguir há uma redução abrupta. Após a segunda aplicação de 

VitaSoil ocorre novamente um aumento do número de fungos no plaqueamento.

Na modalidade D há um aumento do número de fungos no solo durante a primeira cultura de alface, 

havendo uma redução durante o período sem cultura no solo. Após a segunda plantação ocorre 

novamente um aumento no número 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, há um maior 

desenvolvimento de fungos nas modalidades A e B, comparativamente à modalidade de controlo D, 

apesar de todas as flutuações que ocorreram ao longo dos ensaios e do comportamento distinto das 

mesmas modalidades nas duas plantações. Provavelmente a adição de matéria orgânica levou a um 

maior desenvolvimento de fungos. Sun et al. (2016) verificaram que a aplicação de matéria orgânica 

num longo período levou a um aumento do número de fungos do solo e a alterações na composição da 

comunidade de fungos do solo.
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Para além da quantificação do número de colónias, contabilizou-se também a diversidade aparente de 

fungos por modalidade (Quadro 13).

Quadro 13 - Diversidade aparente de fungos contabilizados nas diferentes modalidades

 

Ao observar o Quadro 13 pode verificar-se que na diversidade aparente de fungos presentes nas 

diferentes amostras também não houve um efeito marcado dos tratamentos aplicados em cada 

modalidade. 15 dias após a primeira aplicação de VitaSoil, no dia 4 de julho, não há um efeito marcado 

deste produto, havendo um aumento ou manutenção da diversidade de fungos em todas as modalidades. 

O maior número de colónias de fungos identificadas é também o mesmo para todas as modalidades, 6, 

apenas identificadas em datas diferentes.

4.2.2. Bactérias

Após o plaqueamento do extrato de solo em meio LB, procedeu-se à contagem de colónias de bactérias, 

como se pode verificar nas Figuras 26 e 27. A evolução do número de colónias de bactérias 

contabilizadas no plaqueamento do extrato de solo ao longo de todo o ensaio está representada na Figura 

28.

Figura 26 - Plaqueamento de bactérias (meio LB) da amostra A3 
de 30/08/2024 (vista superior da placa)

Figura 27 -  Plaqueamento de bactérias (meio LB) da amostra A3 
de 30/08/2024 (vista inferior da placa)
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No início da primeira plantação, as modalidades onde tinha sido previamente aplicado o adubo orgânico 

azotado (A e B) são as que apresentam maior número de bactérias no extrato de solo. As modalidades C 

e D apresentam menores valores. 

Após 15 dias há um decréscimo elevado na modalidade B. Nas modalidades onde foi aplicado o 

complexo de rizobactérias (A e C) há um aumento no número de bactérias no solo. No controlo ocorre 

também um ligeiro aumento.

Até à primeira colheita há um ligeiro decréscimo no número de bactérias em todas as modalidades exceto 

na modalidade C. 

Durante a época de pousio do terreno há alguma variação em todas as modalidades, mas de uma forma 

geral, há um maior crescimento de bactérias nos grupos onde foi aplicado o adubo orgânico azotado e 

um decréscimo nos outros dois grupos.

Após a 2ª plantação ocorre um aumento generalizado das bactérias contabilizadas em todas as 

modalidades, mas mais uma vez, superior nas modalidades onde foi aplicado o adubo orgânico azotado.

Após 15 dias há uma redução em todas as modalidades, não sendo visível nenhum efeito do complexo 

de rizobactérias VitaSoil, transparecendo uma persistência curta destas rizobactérias no solo.

Até à colheita há um aumento acentuado na modalidade A, sendo que todas as restantes mantêm o 

número de colónias contabilizadas. 

Figura 28 - Evolução do número de colónias de bactérias contabilizadas no plaqueamento do extrato de solo ao longo de todo o ensaio
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De uma forma geral, verifica-se uma tendência de maior número de colónias de bactérias nas 

modalidades A e B, com adubo orgânico azotado, e menor número nas modalidades C e D. Esta 

tendência parece acentuar-se ao longo do tempo, podendo estar relacionado com um efeito cumulativo 

da aplicação de matéria orgânica.

Em ambos os ensaios parece verificar-se uma persistência das rizobactérias, aplicadas através do 

complexo VitaSoil, muito curta no solo. Este resultado é corroborado pelos trabalhos de  Vuolo et al. 

(2022), em que, na sua revisão, referem que algumas bactérias promotoras do crescimento vegetal (onde 

se incluem Azospirillum spp. e Azotobacter spp.) têm por vezes um tempo de persistência muito curto 

na rizosfera, especialmente em condições de cultivo ao ar livre, levando a uma baixa eficiência como 

biofertilizantes.

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

a persistência de microrganismos inoculados, mas no presente estudo tal não 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 presença de bactérias 

viáveis em ambos os produtos.

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

do número total de colónias contabilizadas por modalidade durante todo o ensaio (Quadro 14).

Quadro 14 - Soma do número de colónias de bactérias contabilizadas por modalidade durante toda a duração do ensaio

Ao somar todas as colónias de bactérias contabilizadas pode constatar-se que não é evidente a ação do 

complexo rizosférico bacteriano VitaSoil no crescimento e desenvolvimento destas colónias.

O adubo orgânico azotado parece ter um efeito mais marcado de aumento do número de colónias 

presentes nas placas. Verifica-se que os números de colónias de bactérias contabilizadas são semelhantes 

nas duas modalidades onde este adubo foi aplicado, A e B. Nas modalidades onde não foi aplicado o 

adubo orgânico azotado (Fertimax), C e D, há um número bastante inferior de colónias contabilizadas. 

Estes resultados estão de acordo com Alori et al. (2023) e Zhen et al. (2014), que verificaram que a 

aplicação de um composto orgânico levou a um maior crescimento de bactérias.
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4.2.3. Atividade desidrogenásica

A enzima desidrogenase é utilizada como um indicador geral da atividade microbiana do solo, pois 

existe no interior das células de qualquer microrganismo (Wolińska & Stepniewska, 2012). A atividade 

da enzima desidrogenase foi contabilizada através da quantificação da absorvância de cada uma das 

amostras recolhidas ao longo de todo o ensaio. 

Na Fig. 29 pode observar-se o grupo de controlo onde não foi adicionado cloreto de trifeniltetrazólio 

(TTC), ficando a amostra incolor. Na Fig. 30 observa-se a reação nas diferentes amostras, onde foi 

adicionado TTC. O TTC foi reduzido pelas desidrogenases presentes no solo, formando um produto 

insolúvel de cor vermelha o TPF, trifenilformazano.

Figura 29 - Cuvetes do grupo de controlo para medição da atividade desidrogenásica (amostra de 4/7/24)

Figura 30 - Cuvetes do grupo de reação para medição da atividade desidrogenásica (amostra de 4/7/24)
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A evolução da atividade desidrogenásica ao longo de todo o ensaio encontra-se representada na Figura 
31.

Figura 31 - Evolução da atividade da desidrogenase ao longo do ensaio

Na primeira plantação a atividade enzimática aumenta de forma considerável alcançando um pico na 

amostra de 4 de julho, sendo que o maior valor alcançado corresponde à modalidade D, o controlo. Após 

esta data todas as modalidades apresentam uma queda expressiva na atividade enzimática até à colheita.

Após a 1ª colheita, durante o período sem cultivo, todas as modalidades apresentaram uma atividade 

enzimática baixa e similar. 

Quando é realizada a 2ª plantação dá-se um aumento gradual da atividade da desidrogenase, excepto na 

modalidade D, cuja atividade enzimática só começa a aumentar após a amostra de 30 de agosto. Nas 

modalidades A, B e D há um aumento gradual até à data da colheita, a 1 de outubro. Na modalidade C 

há um ligeiro decréscimo até à data da colheita.

A modalidade D foi aquela em que a atividade enzimática que aparentou ter um comportamento mais 

variável; na primeira plantação teve o maior aumento de todas as modalidades e durante o período sem 

cultivo apresentou um valor de absorvância muito baixo. Esta modalidade apresenta uma resposta da 

atividade enzimática com grande volatilidade às condições do solo e à presença/ausência de cultura.

De forma a avaliar diferenças significativas da atividade enzimática da desidrogenase entre modalidades 

e entre datas realizaram-se testes de Tukey com nível de significância de 5% (Quadro 15).
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Letras maiúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=0,05) na coluna (efeito da modalidade)

Ao realizar um teste de Tukey aos valores medidos da absorvância verifica-se que na maioria das 

amostras não há diferenças significativas entre as modalidades, não havendo um padrão que relacione a 

atividade enzimática com as modalidades.

Apenas nas amostras de 4 de julho e de 30 de agosto há diferenças significativas entre algumas das 

modalidades. A 4 de julho a modalidade D apresenta uma atividade enzimática superior e 

significativamente diferente da modalidade A. Nesta data já tinha sido aplicado o complexo de 

rizobactérias VitaSoil nas amostras A e C, mas não é possível verificar se a diferença na atividade 

enzimática estaria relacionada com a sua aplicação uma vez que a amostra C não apresenta diferenças 

significativas para nenhuma das restantes.

Na amostra de 30 de agosto, a modalidade A apresenta uma atividade enzimática superior e 

significativamente diferente da amostra D. Na altura da recolha das amostras ainda não tinha sido 

aplicado o complexo de rizobactérias VitaSoil e, uma vez que a amostra B não apresenta diferenças 

significativas para nenhuma outra, não se pode correlacionar o aumento da atividade desidrogenásica 

com a aplicação do adubo orgânico azotado, que foi aplicado às amostras A e B.

A atividade desidrogenásica do solo é afetada pelo teor de água do solo, disponibilidade de oxigénio, 

potencial redox do solo, matéria orgânica, pH, profundidade do solo, temperatura, época do ano, 

presença de metais pesados e presença de fertilizantes e pesticidas (Wolińska & Stepniewska, 2012). A 

aplicação de fertilizantes orgânicos a longo prazo leva a um aumento da atividade da enzima 

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

Estes dados reforçam a ideia de que não é possível associar de forma clara nenhum efeito da aplicação 

do adubo orgânico azotado Fertimax ou do complexo de rizobactérias VitaSoil à evolução da atividade 

da enzima desidrogenase.

Quadro 15 - Evolução da atividade enzimática da desidrogenase do solo nas diferentes modalidades durante toda a duração do ensaio, 
apresentada em valores de absorvância no comprimento de onda 485 nm
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4.2.4. Propriedades químicas do solo

Nas amostras de solo de 21 de junho (7 dias após a 1ª plantação), 10 de agosto (durante o período 

entre culturas) e 1 de outubro (dia da colheita da 2ª plantação) foram realizadas análises químicas a 

diversos parâmetros.

No Quadro 16 apresentam-se os resultados para os parâmetros pH, condutividade elétrica, teor de 

matéria orgânica, teor de azoto mineral do solo (na forma NH4
+ e NO3

-) e teores de fósforo e potássio 

extraíveis.

Quadro 16 - Evolução de diversos parâmetros químicos do solo nas diferentes modalidades ao longo do ensaio

Letras maiúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=0,05) na coluna (efeito da modalidade)
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Relativamente à reação do solo verifica-se que não há um efeito significativo das diferentes modalidades 

em nenhuma das datas. Observa-se que há 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 há um aumento ao longo do tempo, provavelmente provocado pela aplicação do adubo orgânico 

azotado. Roy & Kashem (2014) verificaram um aumento significativo da condutividade elétrica do solo 

em consequência da aplicação de diferentes tipos de estrumes. A alface é uma cultura sensível à 

salinidade, tolerando valores entre 1 e 3 mS/cm (Santos, 2015), pelo que a aplicação de estrumes ou 

adubos orgânicos deve ser ponderada. Os valores atingidos neste ensaio não foram críticos para o 

sucesso da cultura.

O teor de matéria orgânica no solo não apresenta diferenças significativas entre modalidades na 1ª data 

analisada. Nas amostras de 10 de agosto e de 1 de outubro já se verificam diferenças significativas entre 

modalidades. A modalidade B apresenta um teor de matéria orgânica superior à modalidade C, 

demonstrando que a aplicação do adubo orgânico azotado pode ter algum efeito no aumento do teor de 

matéria orgânica do solo. Ainda assim, verifica-se que ao longo do ensaio não há variações significativas 

do teor de matéria orgânica no solo em nenhuma das modalidades, mesmo nas modalidades A e B onde 

foi aplicado por duas vezes um adubo orgânico azotado e se poderia esperar um aumento do teor de 

matéria orgânica no solo. De acordo com Santos (2015), nos adubos orgânicos azotados com razão C/N 

(carbono azoto) inferior a 20 há uma rápida mineralização da matéria orgânica e a sua aplicação tem um 

impacto muito reduzido na formação de húmus no solo. O adubo orgânico azotado aplicado, Fertimax 

cavalo, apresenta uma razão C/N de 9,9 pelo que pode ter uma baixa contribuição para o aumento da 

matéria orgânica do solo.

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

amostra de solo previamente à primeira aplicação de Fertimax.

Em relação 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 NH4
+ do que a 

modalidade C. Nas modalidades A e B tinha sido aplicado adubo orgânico azotado a 11 de junho, pelo 

que este maior teor de NH4
+ pode ser explicado pela sua recente aplicação.

O teor de azoto mineral na forma NO3
- no solo não apresenta diferenças significativas entre modalidades 

em nenhuma das datas analisadas. Verifica-se que no início do ensaio o teor de NO3
- 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 aplicação do adubo orgânico azotado pode ter contribuído para um maior teor de nitrato no 

solo, uma vez que este adubo apresenta uma baixa razão C/N (9,9). Em substâncias orgânicas com razão 

C/N inferior a 20 é favorecida a mineralização, ocorrendo assim um rápido aumento do teor de azoto 

mineral no solo (Santos, 2015).

A elevada quantidade de NO3
- no solo de todas as modalidades pode também ajudar a explicar o aumento 

generalizado de pH que se verificou anteriormente. Quando o azoto é absorvido pelas plantas sob a 

forma de NO3
- ocorre a formação de iões OH-, o que leva a um aumento de pH na rizosfera (Santos, 

2015).

O teor de fósforo extraível no solo na forma de P2O5 teve uma redução significativa ao longo do ensaio 

nas modalidades A e C. Ainda assim, os teores de fósforo no solo em todas as modalidades em todas as 

amostras correspondem a uma classe de fertilidade muito alta (LQARS, 2006).

O teor de potássio extraível no solo na forma de K2O era, de uma forma geral, superior nas modalidades 

A e B relativamente às modalidades C e D. Os teores de potássio 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 são apresentados no Quadro 17.

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

Letras maiúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=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 não apresentam, 

em nenhuma das datas analisadas, diferenças significativas entre as modalidades e não apresentam 

também nenhuma diferença significativa na evolução ao longo do ensaio.

Quanto ao teor de zinco presente no solo observa-se uma tendência de um maior teor deste 

micronutriente nas modalidades A e B, o que poderá dever-se ao zinco fornecido pelo adubo orgânico 

azotado.

Os teores de ferro e manganês no solo apresentam algumas variações significativas entre modalidades 

e também ao longo do período de duração do ensaio, mas que não parecem ser explicadas por nenhuma 

diferença entre os tratamentos realizados às diferentes modalidades.

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

modalidades.

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

Letras maiúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=0,05) na linha (efeito da data)

Letras minúsculas correspondem a diferenças significativas pelo teste de Tukey (α=0,05) na coluna (efeito da modalidade)

No Quadro 18 pode verificar-se que há um aumento significativo de sódio no complexo de troca do solo 

em todas as modalidades ao longo do ensaio. Em sentido contrário verifica-se uma diminuição 

significativa de potássio no complexo de troca do solo ao longo do ensaio em todas as modalidades. O 

cálcio adsorvido no complexo de troca não sofre alterações 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. Relação 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 orgânico. Azotobacter spp. e Azospirillum spp. são 

rizobactérias PGPR que têm a capacidade de fixar azoto atmosférico no solo (Cassán et al., 2020; 

Sumbul et al., 2020), produzir de hormonas de crescimento, solubilizar fósforo do solo (Aasfar et al., 

2021), melhorar o crescimento radicular e aumentar da absorção de nutrientes, para além de induzir 

maior tolerância das plantas a diversos stresses (Bashan & De-Bashan, 2010).

O adubo orgânico azotado iria beneficiar o crescimento da cultura através do fornecimento de nutrientes, 

principalmente o azoto. Uma vez que o adubo apresenta uma baixa razão C/N o azoto iria ser 

mineralizado e estaria disponível para ser utilizado pela cultura (Santos, 2015).

Na modalidade B, esperava-se uma produtividade inferior à modalidade A, pois não teria os benefícios 

das rizobactérias PGPR, mas os nutrientes fornecidos pelo adubo orgânico azotado seriam vantajosos 

para o crescimento da cultura. Seguidamente a modalidade C teria uma produtividade inferior à 

modalidade B, pois não seria aplicado o adubo orgânico 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 orgânico azotado e significativamente maior do que a modalidade de 

controlo, D. No segundo ensaio foram as duas modalidades em que se aplicou o adubo orgânico azotado 

que alcançaram maior produtividade A e B, com diferenças significativas para a modalidade de controlo 

D. Desta forma não se verifica que haja uma influência marcada das rizobactérias.

Relativamente ao impacto no solo, na modalidade A, onde foi aplicado adubo orgânico azotado e o 

complexo de rizobactérias à base de Azotobacter spp. e Azospirillum spp., esperava-se uma maior 

atividade biológica no solo, uma vez que o uso combinado destes produtos promove uma série de 

benefícios à atividade microbiana e à fertilidade do solo. 

O adubo orgânico azotado é rico em matéria orgânica, apresentando um teor de 53%. A fertilização 

orgânica leva a um aumento da atividade biológica do solo (Kirchner et al., 1993; Marinari et al., 2000). 

Marinari et al. (2000) observou um aumento significativo da atividade desidrogensásica do solo quando 

era aplicada matéria orgânica. Ao adicionar o complexo de rizobactérias, esperava-se que essas bactérias 

se mantivessem no solo ao longo do ensaio, com as condições favoráveis introduzidas pela matéria 

orgânica veiculada pelo adubo orgânico. Assim, a atividade biológica no solo iria ser a mais elevada de 

todas as modalidades.

Na modalidade B, em que só foi aplicado o adubo orgânico azotado, esperava-se uma resposta inferior 

à modalidade A relativamente à atividade biológica do solo. A aplicação de matéria orgânica no solo 

seria benéfica para os microrganismos do solo, mas como não seriam adicionadas rizobactérias a 

atividade biológica do solo seria inferior à modalidade A. 
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A modalidade C, onde só foi aplicado o complexo de rizobactérias à base de Azotobacter spp. e 

Azospirillum spp., teria uma atividade biológica do solo inferior à modalidade B, uma vez que a não 

adição de matéria orgânica não seria tão favorável para o desenvolvimento de microrganismos no solo 

e as rizobactérias adicionadas não teriam condições tão favoráveis para a sua proliferação e para a sua 

atividade.

Finalmente, a modalidade D, em que nada foi adicionado, teria os valores de atividade biológica do solo 

mais reduzidos, sem adição de rizobactérias e sem adição de matéria orgânica que favorecesse os 

microrganismos autóctones desse solo.

Os resultados esperados não se verificaram totalmente. Relativamente à atividade desidrogenásica 

observou-se uma elevada flutuação ao longo do tempo e não foi possível diferenciar nenhum efeito entre 

as modalidades.

No total de colónias de bactérias contabilizadas ao longo de todo o ensaio as modalidades A e 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 está mais próximo do esperado, mas 

demonstra que poderá haver um efeito mais pronunciado da aplicação de matéria orgânica 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 não aparentava ter perdido as suas propriedades. A não permanência 

destas rizobactérias no solo poderá estar relacionada com o curto ciclo cultural da alface e da realização 

de mobilizações do solo para a instalação da cultura relativamente intensas, com passagem de grade de 

discos e mais do que uma fresagem. Estas mobilizações de solo que ocorreram num período de tempo 

de dois meses poderão não ter permitido a manutenção e desenvolvimento das rizobactérias no solo.

Quanto às colónias de fungos contabilizadas também se observou uma elevada flutuação ao longo do 

ensaio, com uma tendência geral de um maior número de colónias de fungos contabilizadas nas 

modalidades A e B, onde tinha sido aplicado o adubo orgânico azotado, mas sem um efeito marcado do 

complexo de rizobactérias.
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5. Conclusões

Os resultados deste estudo permitem concluir que há um claro efeito do adubo orgânico azotado no 

aumento de produtividade da alface. Na primeira plantação, a aplicação do adubo orgânico azotado 

resultou num aumento de 9% na massa média das alfaces em comparação com a modalidade de controlo, 

o que se traduz num acréscimo potencial de rendimento para o produtor de 3511 € por hectare. Na 

segunda plantação, a produtividade foi 16% superior ao controlo na modalidade com adubo orgânico e 

19% superior na modalidade com a combinação de adubo orgânico 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.) não teve o impacto 

esperado na produtividade da cultura. A modalidade que combinava rizobactérias e adubo orgânico 

azotado não apresentou uma diferença significativa em relação à modalidade que utilizou apenas o 

adubo orgânico azotado. Adicionalmente, a modalidade que aplicou exclusivamente rizobactérias não 

se distinguiu significativamente do controlo em termos de produtividade.

Relativamente à atividade desidrogenásica do solo, observou-se uma grande variabilidade ao longo das 

duas plantações e entre modalidades, não sendo possível estabelecer uma correlação direta entre a 

aplicação do adubo orgânico ou das rizobactérias e a atividade desidrogenásica. Esta variabilidade 

sugere que pode haver influência de outros fatores na atividade enzimática do solo, como as condições 

ambientais e a interação com os microrganismos autóctones do solo.

No plaqueamento de fungos observou-se também bastante variabilidade, mas parece haver uma 

tendência de maior número de colónias contabilizadas no plaqueamento nas modalidades em que foi 

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

No plaqueamento de bactérias as modalidades onde foi aplicado o adubo orgânico azotado têm 

tendencialmente maior número de colónias no plaqueamento, o que também é demonstrado quando se 

somaram todas as colónias contabilizadas ao longo dos dois ensaios. As rizobactérias não pareceram 

influenciar de forma significativa o crescimento de bactérias no solo, nem é evidente a sua manutenção 

no solo ao longo do tempo.

A realização deste estudo numa exploração agrícola permitiu testar e validar não só o efeito dos 

produtos, mas também a sua aplicabilidade no contexto prático de produção agrícola. Este estudo traz 

alguma informação útil para agricultores que procuram alternativas mais sustentáveis para a fertilização 

das culturas de forma a reduzir a dependência de produtos químicos de síntese.
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Para futuros estudos sugere-se a aplicação de diferentes espécies de rizobactérias ou até de alguns 

fungos, com capacidade de estimular o crescimento das plantas e também com proteção contra agentes 

patogénicos. Pode também ser interessante a combinação destes microrganismos com diferentes culturas 

de cobertura para a época de inverno, quando não há cultivo de alface nos terrenos. Uma vez que a 

cultura da alface é afetada recorrentemente por fungos de solo, uma abordagem com grande interesse 

prático seria avaliar o efeito de algumas rizobactérias e das culturas de cobertura na diminuição dos 

ataques de fungos do solo.
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