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Resumo

Atualmente, a utilizacdo de produtos a base de microrganismos benéficos
(biofertilizantes) na fertilizacdo de culturas horticolas, em especial das cultivadas em
modo de producao biolégico, tem apresentado um interesse crescente. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares e
bactérias fixadoras de azoto na producao de alface em viveiro em modo de produgao
bioldgico. Avaliou-se o efeito destes biofertilizantes no desenvolvimento da alface, na
sua composicao quimica e colonizacao por micorrizas das raizes. Avaliou-se também o
efeito dos biofertilizantes na composicdo quimica do substrato. O delineamento
experimental foi completamente casualizado com 8 modalidades: Testemunha sem
inoculacao (T e E); com inoculacdo de bactérias fixadoras de azoto (B e EB); com
inoculacao de fungos micorrizicos arbusculares (M e EM) e com inocula¢do de ambos
os grupos de microrganismos (BM e EBM). Estas 4 modalidades foram efetuadas em
substrato ndo esterilizado e esterilizado (com indicacdo da letra E na modalidade) de
forma a avaliar unicamente o efeito dos biofertilizantes no desenvolvimento da alface
eliminando o possivel efeito do microbioma nativo. A inoculacdo isolada de fungos
micorrizicos arbusculares ou bactérias fixadoras de azoto melhorou a precocidade e
producdo de biomassa alface na fase de viveiro. Este efeito foi mais evidente nas
modalidades realizadas em substrato ndo esterilizado. Na absorcao de nutrientes, a
inoculacao isolada de fungos micorrizicos arbusculares aumentou significativamente a
absorcdo de N, P, K, Ca e Mg em substrato ndo esterilizado. Este estudo foi prolongado
num ensaio em vasos, que decorreu durante 1 més com as mesmas modalidades. Neste
ensaio, no geral, observou-se que a inoculagdao com micorrizas esteve associada a uma
maior absorc¢do de Ca, enquanto que a inoculacao com bactérias originou uma maior
producdo de biomassa. Concluiu-se que os biofertilizantes em estudo podem contribuir
para sistemas de producao de alface mais sustentaveis e que o microbioma nativo do
solo desempenha um papel essencial e insubstituivel potenciando os efeitos benéficos
dos biofertilizantes.

Palavras-chave
Fungos micorrizicos arbusculares; Bactérias fixadoras de azoto; Alface; Agricultura
bioldgica; Biofertilizantes
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Abstract

There is currently growing interest in the use of products based on beneficial
microorganisms (biofertilizers) to fertilize horticultural crops, especially those grown
organically. The aim of this study was to evaluate the effect of inoculation with
arbuscular mycorrhizal fungi and nitrogen-fixing bacteria on lettuce production in
organic nurseries. The effect of these biofertilizers on lettuce development, its chemical
composition, and mycorrhizal colonization of the roots was assessed. The effect of the
biofertilizers on the chemical composition of the substrate was also assessed. The
experimental design was completely randomized with 8 treatments: control without
inoculation (T and E); with inoculation of nitrogen-fixing bacteria (B and EB); with
inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi (M and EM) and with inoculation of both
groups of microorganisms (BM and EBM). These 4 treatments were carried out on non-
sterilized and sterilized substrate (with the letter E indicating the treatment) to assess
only the effect of biofertilizers on lettuce development, eliminating the possible effect
of the native microbiome. The isolated inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi or
nitrogen-fixing bacteria improved the earliness and biomass production of lettuce in
the nursery phase. This effect was more evident in the treatments used in non-
sterilized substrates. In terms of nutrient absorption, the isolated inoculation of
arbuscular mycorrhizal fungi significantly increased the absorption of N, P, K, Ca, and
Mg in non-sterilized substrate. This study was extended in a pot trial that ran for a
month using the same treatments. In this trial, it was generally observed that
inoculation with mycorrhizae was associated with greater Ca absorption, while
inoculation with bacteria led to greater biomass production. It was concluded that the
biofertilizers under study can contribute to more sustainable lettuce production
systems and that the soil's native microbiome plays an essential and irreplaceable role
in enhancing the beneficial effects of biofertilizers.

Keywords
Arbuscular mycorrhizal fungi; Nitrogen-fixing bacteria; Organic farming;
Biofertilizers.
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Fertilizacao de Alface (Lactuca sativa L.) em fase de viveiro com biofertilizantes:
Avaliacao da inoculacado de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de azoto nos parametros produtivos

1. Introducao

A agricultura, ao longo dos anos, tem vindo a enfrentar desafios cada vez mais
complexos, impulsionados pelas crescentes exigéncias de producao e pela necessidade
imperativa de adotar praticas sustentaveis. Ndao sé6 em Portugal, mas mundialmente, a
escalada dos custos dos fatores de producdo tem pressionado os agricultores a
procurar solucdes mais eficientes e economicamente viaveis. Paralelamente, a
consciéncia ambiental e a procura por alimentos mais saudaveis tém estimulado um
aumento significativo da producdo em agricultura biolégica (AB). Neste contexto de
transformacdo e busca por inovagdo, os microrganismos benéficos presentes no solo,
nomeadamente os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e outros microrganismos
rizosféricos benéficos, tais como as bactérias fixadoras de azoto (BFA) surgem como
protagonistas de um cenario agricola mais sustentavel e resiliente. A alface,
amplamente consumida e valorizada no mercado portugués, ndo fica a margem destas
tendéncias. Na sua fase de viveiro, esta cultura enfrenta desafios consideraveis. Este é
o periodo em que as plantas sdo mais vulneraveis a agentes patogénicos, deficiéncias
nutricionais e outros stresses quer bidticos quer abiéticos. A inoculacdo de FMA e BFA
pode ajudar a garantir o correto desenvolvimento da cultura, fortalecendo as plantas
desde a sua fase inicial e consequentemente, preparando-as para um desenvolvimento
robusto e saudavel em campo. Mais do que uma técnica isolada, a utilizagdo destes
microrganismos insere-se num conceito mais amplo de AB, que visa a producdo de
alimentos de elevada qualidade, respeitando o ambiente e reduzindo a dependéncia de
fatores de producdo de sintese quimica. A AB, além de ser uma resposta a crescente
demanda por praticas mais limpas, apresenta-se também como uma estratégia para
contrariar os elevados custos dos fatores de produgdo, ao fomentar a utilizacao de
recursos naturais, por vezes autoctones em detrimento de solugdes externas muitas
vezes dispendiosas.

Este trabalho teve como objetivo central a avaliagdo agronémica da fertilizacdo com
BFA e FMA na producdo da alface em viveiro. Para a concretizacdo deste trabalho
realizou-se um ensaio em viveiro com alface no qual se avaliaram parametros
fenolodgicos, caracteristicas fisico-quimicas do substrato e das plantas bem como a
producdo de biomassa da parte aérea, da parte radicular e ainda a absorcao de
nutrientes pela planta. Cumulativamente, avaliaram-se também os parametros
relativos a coloniza¢do das raizes pelos fungos micorrizicos (FM). De forma a obter
mais informacdo sobre a resposta da alface a esta fertilizacdo biolégica quando
colocada em producao, o ensaio foi posteriormente prolongado durante mais um més
num ensaio em vasos, onde se avaliaram parametros relacionados com as
caracteristicas quimicas do substrato, com o crescimento das plantas, com a absorg¢ao
de nutrientes e com a colonizacdo das raizes por FMA.
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2. Biofertilizantes

Devido a elevada pressdo existente nas exploragdes agricolas, a agricultura
intensiva e as variedades de elevado rendimento consomem uma grande quantidade
de fertilizantes quimicos (Singh et al, 2021). Para além de caros, a sua utilizacdo
excessiva e a sua acumulacdo tém contribuido para a contaminacao ambiental e
excessiva utilizagdo de recursos naturais prejudicando nao sé a saide humana mas
também diminuindo a fertilidade e a biodiversidade do solo e diminuindo as reservas
naturais de alguns nutrientes vegetais (Singh et al., 2021; Vera-Garcia et al., 2023). Os
biofertilizantes sdo fertilizantes naturais, e sdo essencialmente produtos prontos a usar
que contém indculos microbianos de bactérias, algas e fungos de importancia agricola
num estado viavel ( Khan et al,, 2023; Fahad et al., 2024). A sua utilizagdo tem surgido
como uma excelente alternativa para travar o impacto ambiental e os custos
crescentes, em parte causados pelo aumento do preco dos fertilizantes de origem
sintética (Lavudi et al, 2023). Sdo alternativas reconhecidas pela sua relacao custo-
beneficio, dada a sua natureza amiga do ambiente e pela sua composicao (Dasgupta et
al, 2021).

Os microrganismos contidos nos biofertilizantes iniciam a coloniza¢do na raiz ou
em torno dela apés o tratamento do solo, da semente ou da raiz e estimulam o
crescimento das plantas da cultura-alvo. Os componentes segregados pelas raizes das
plantas nomeadamente os exsudados radiculares, encorajam a colonizacao proficiente
de microrganismos na rizosfera (Khan et al, 2023). Alguns biofertilizantes que
colonizam a rizosfera tornam os nutrientes facilmente acessiveis aos pelos radiculares,
aumentando a sua capacidade de absor¢do (Dasgupta et al., 2021). Os microrganismos
presentes nos biofertilizantes tém sido reconhecidos por melhorar a tolerancia biotica
e abidtica das plantas e também por auxiliarem na biorremediacdo de pesticidas,
aproveitando os processos bioldgicos ja existentes no ambiente, para acelerar a
degradacao de substancias contaminantes (Kour et al.,, 2021).

Os biofertilizantes melhoram o crescimento e o rendimento das plantas através de
varios mecanismos como a fixacdo do azoto atmosférico (N2), a solubilizacdo e
mobilizacao do fosforo (P), a decomposicdo da matéria organica (formagao de hiimus),
a produgdo de fito-hormonas e a supressdo de doencas (Ritika e Utpal, 2014). Os
primeiros quatro mecanismos estdo envolvidos no fornecimento de nutrientes as
plantas, ja as fito-hormonas tém um papel crucial ao desempenhar o desenvolvimento
e diferenciacdo de diferentes tecidos vegetais e também no aumento da absorgdo e
translocacdo de micronutrientes, especialmente ferro (Fe) (Singh et al, 2021; Lavudi
etal, 2023).

Os microrganismos mais utilizados como biofertilizantes contém bactérias
(incluindo algumas fotossintéticas) e fungos (incluindo leveduras) pertencentes, por
exemplo, aos géneros Bacillus, Lactobacillus, Azotobacter, Pseudomonas, Trichoderma,
Glomus, Gigaspora e Pezizella, que sdo capazes de fixar N, solubilizar P, Zn, Fe, K e
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produzir fito-hormonas e enzimas celuloliticas (Roshani et al., 2020). O stresse hidrico
limita frequentemente a produgdo vegetal. Contudo, os bio estimulantes, para além de
aumentarem a absorg¢do de nutrientes pelas plantas, também desempenham outras
tarefas fisiologicas, como o aumento da absor¢do de agua (Khan et al.,, 2023), por isso
estes podem ser considerados uma nova ferramenta para mitigar o stresse o hidrico
(Rezaei-Chiyaneh et al,, 2023).

Os microrganismos promotores do crescimento das plantas exibem propriedades
antagonistas contra multiplos agentes patogénicos através da produciao de
antibioticos, da produgdo de enzimas hidroliticas e sider6foros, induzindo o sistema de
defesa das plantas e a competicdo por nutrientes na rizosfera (Singh et al.,, 2021; Khan
etal, 2023; Fahad et al, 2024).

As informacgoes adquiridas na literatura auxiliam, assim, a compreensao das bases
fisioldgicas dos biofertilizantes para o apoio as atividades econdmicas relacionadas
com a agricultura, diminuindo os problemas relacionados com a utilizacdo de
fertilizantes sintéticos (Fahad et al,, 2024). Como o efeito dos biofertilizantes é mais
duradouro do que o dos fertilizantes quimicos (devido a libertacao lenta de nutrientes
através da atividade microbiana continua), tornam-se economicamente viaveis para os
agricultores (EI-Ramady et al, 2018). Um reparo ndo menos importante que o demais
escrito chama a atencdo que o modo de acdo pode ser diferente para cada
biofertilizante, uma vez que a formulagao e a funcdo (atividade biolégica) da estirpe
microbiana incorporada mudam (Khan et al., 2023).

Para concluir, os biofertilizantes nao sé restabelecem a fertilidade do solo, como
melhoram a sua estrutura e fungdes, podendo aumentar o rendimento das culturas em
20%-35% ao mesmo tempo que podem reduzir a necessidade de aplicagdo de
fertilizantes N, P e K até 60%. No entanto, o método para determinar o efeito dos
biofertilizantes pode ser diferente para diferentes tipos de culturas ( Singh et al., 2021;
Khan et al.,, 2023).
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3. Fungos micorrizicos

Os fungos micorrizicos sdo um grupo de fungos que formam associa¢des
simbiodticas com as raizes da grande maioria das plantas e sao exclusivos dos phyla
Glomeromycota, Basidiomycota e Ascomycota (Bueno e Silva, 2014; Smith e Read,

2010).

De acordo com o tipo de associagcdo que é feita com a planta os FM sao classificados
em 3 grandes grupos: fungos endomicorrizicos, ectomicorrizicos e
ectendomicorrizicos (Marschner, 2012).

Os fungos do primeiro grupo, que inclui os arbusculares, ericoides e orquidoides,
penetram a parede celular de algumas células do cértex da raiz (Marschner, 2012).
Destes 3 subgrupos, os FMA s3o os mais comuns e destacam-se pela formagao de
arbusculos dentro de algumas das células corticais (Reddy e Saravanan, 2013).

Os fungos ectomicorrizicos caracterizam-se por formarem um manto de hifas a
superficie das raizes. Desse manto, algumas hifas penetram no interior do cértex. No
entanto, ao contrario dos fungos endomicorrizicos, as hifas nao penetram a parede
celular mantendo-se em vez disso, no espaco intercelular (Figura 1). Essa rede hifal que
se encontra no interior do cortex radicular chama-se rede de Hartig (Lowenfels, 2021).

O terceiro grupo combina algumas caracteristicas dos dois grupos anteriores.
Assim, os fungos ectoendomicorrizicos come¢am com a formac¢do de uma rede Hartig
e, a medida que a planta cresce, podem ocorrer penetracdes intracelulares. A estrutura
e desenvolvimento sdao similares aos ectomicorrizicos, mas com a distincio da
penetracdo intracelular. O tipo de associacdo formado entre o fungo e a planta depende
da planta hospedeira (Moore, 2021).
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Figura 1 - Comparacao entre ectomicorrizas e endomicorrizas, adaptado de Bonfante e Genre (2010).
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3.1. Fungos micorrizicos arbusculares

Os registos fosseis evidenciam que, durante mais de 400 milhdes de anos, as plantas
tém mantido uma simbiose mutualista com FMA (Helber et al, 2011). Os FMA tém uma
relacdo mutualista com 80% das plantas terrestres e sdo considerados uma fonte de
biofertilizante devido aos seus efeitos positivos no crescimento e na produtividade das
plantas (Lee et al, 2013). Atualmente, conhecemos mais sobre a importancia das
relacdes micorrizicas e compreendemos melhor o seu funcionamento: o fungo coloniza
o sistema radicular de uma planta hospedeira, aumentando a capacidade de absorc¢ao
de 4gua e nutrientes das raizes, enquanto a planta fornece ao fungo o carbono (C) que
obtém através da fotossintese (Hai, Huynh e Le, 2022).

Os FMA estabelecem uma relagdo simbiotica obrigatéria, materializada através da
formacao de associagdes entre as raizes das plantas e os fungos que integram o phylum
Glomeromycota. Uma das caracteristicas inconfundiveis destes fungos é a formacao
endoégena de arbusculos nas células do cértex radicular (Saggin Junior e Silva, 2005).
Os arbusculos sdo estruturas finamente ramificadas que se formam no interior das
células do cértex radicular. Foram nomeados por Gallaud em 1905 devido a sua
semelhanca com pequenas arvores (Smith e Read, 2008). O desenvolvimento dos
arbusculos é caracterizado por uma ramificagdo dicotoémica repetida e redugdes no
diametro das hifas, iniciando-se a partir de uma hifa principal (5-10 pm de diametro)
e culminando numa proliferacao de hifas ramificadas finas (com didmetro < 1 um).

Gallaud identificou que as associacdes de FMA em distintas espécies exibiam duas
morfologias singulares, as quais atribuiu as designacdes do tipo Arum e Paris (Figura
2) (Dickson, Smith e Smith, 2007). Nas associacdes do tipo Arum, geralmente, os
arbusculos desenvolvem-se através da ramificacao repetida de uma hifa que penetra
através da parede celular cortical (Bonfante e Perotto, 1995). Tal fen6meno deve-se ao
facto das hifas se expandirem através dos espacos intercelulares existentes, conforme
descrito por Brundrett (2004). No tipo Paris, a penetragdo da parede celular cortical
por uma Unica hifa é seguida por um enrolamento extensivo desta hifa, a partir do qual
ramos laterais sdo iniciados para formar espirais arbusculares (Cavagnaro et al.,, 2001).
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/)
radicular ~/ extrarradicais

enrolamentos
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Arbusculo Vesicula arbusculares

espirais hifais
Tipo Arum Tipo Paris

Figura 2 - A esquerda hifas do tipo Arum e a direita hifas to tipo Paris, adaptado de Nair et al. (2022).
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Originalmente, o termo “micorriza vesiculo-arbuscular” foi aplicado as associagdes
simbidticas formadas por todos os fungos micorrizicos do phylum Glomeromycota
porém, uma vez que parte dos fungos nao tem a capacidade de formar vesiculas nas
raizes, “micorriza arbuscular” é agora o termo mais comumente utilizado (Varma,
Prasad e Tuteja, 2017). As vesiculas formam-se frequentemente como 6rgdos de
reserva, acumulando produtos de armazenamento. Estes corpos globosos, cujo
diametro varia entre 30 e 100 um, podem localizar-se no interior ou entre as células e
sao ricos em lipidos, conforme descrito por Bonfante-Fasolo, Gianinazzi-Pearson e
Martinengo (1984).

As associagdes micorrizicas sdo estabelecidas mediante a germinacdo de esporos
ou podem originar-se de fragmentos radiculares pré-existentes. Em diversas situacdes
observa-se uma rede de hifas pré-existente, decorrente da atividade radicular prévia
(Azcon-Aguilar e Barea, 1997).

O processo de desenvolvimento dos FMA anterior a colonizagdo radicular,
designado como pré-simbiose, compreende 4 etapas fundamentais: a germinac¢do dos
esporos, a proliferacdo das hifas, a detecao do hospedeiro e a formagado do hifopddio
(Délano-Frier e Tejeda-Sartorius, 2008).

Os FMA sdo biotroéficos obrigatorios e dependem do seu hospedeiro autotroéfico
para completar o seu ciclo de vida e produzir a seguinte geracao de esporos. Os esporos
sdo capazes de germinar sem a presenca de um hospedeiro. No entanto, as hifas, que
se originam da germinacdo dos esporos, exibem uma capacidade de crescimento
limitada e morrem caso nao estabelecam contacto com uma raiz suscetivel de
colonizacdo no espaco de aproximadamente 7 dias. As raizes das plantas sao capazes
de induzir o crescimento pré-simbiotico de esporos de FMA pela libertacao de
exsudados da raiz e estes respondem através de um aumento da ramificacdo hifal e da
atividade metabolica (Bucking, Liepold e Ambilwade, 2012). Nao se sabe ainda qual a
substancia exsudada pela planta que é reconhecida pelo FMA. Os flavonéides surgem
como os principais compostos candidatos, todavia, ndo sdo estritamente necessarios
para o estabelecimento da micorriza (Azcén-Aguilar e Barea, 1997). O inicio das
associacdes micorrizicas ocorre quando hifas presentes no solo detetam e reagem a
proximidade de uma raiz, direcionando-se para esta e estabelecendo interacao ao
percorrer a sua superficie. Subsequentemente, determinadas hifas formam
protuberancias especializadas, designadas por hifopddios, intercaladas entre as células
epidérmicas (Varma, Prasad e Tuteja, 2017).

O processo de penetracdo radicular da-se quando hifas originarias dos hifopddios
invadem as células epidérmicas ou corticais, penetrando assim a raiz. Estas hifas
prosseguem, passando a hipoderme e iniciam a sua ramificagdo no cértex externo onde
se propagam em ambas as dire¢des a partir do ponto de entrada, constituindo uma
colénia intrarradicular. A formagdo do arbusculo sucede ao crescimento da hifa,
expandindo-se a partir do ponto de entrada, rapidamente penetrando a parede celular
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do hospedeiro e desenvolvendo-se no interior da célula (Brundrett, 2008). A formacao
dos arbusculos tem inicio cerca de 2 dias ap6s a penetrac¢do na raiz, conforme apontado
por Brundrett et al. (1985). A medida que o fungo cresce, a membrana celular do
hospedeiro invagina e envolve o fungo, criando um novo compartimento onde material
de elevada complexidade molecular é depositado. Este espaco apoplastico impede o
contacto direto entre o citoplasma da planta e do fungo e permite uma troca de
nutrientes entre os simbiontes. Os arbusculos sdo considerados o principal local de
troca entre o fungo e a planta hospedeira (Smith e Read, 2010).

Os arbusculos tém uma vida curta, e comecam a degenerar passados alguns dias,
mas as hifas e vesiculas podem permanecer nas raizes durante meses ou até anos
(Brundrett, 2008; Hoffmann e Lucena, 2006). O desenvolvimento das vesiculas tem
inicio pouco depois da formagdo dos primeiros arbusculos e continua mesmo quando
os arbusculos entram em senescéncia(Figura 3). Nas raizes mais antigas, estas
vesiculas podem desenvolver paredes espessas, assumindo potencialmente a fungao
de 6rgdos de reserva, conforme indicado por Biermann e Linderman (1983). Algumas
espécies fungicas produzem vesiculas cuja estrutura é semelhante aos esporos que
produzem no solo, enquanto em outros casos, existem diferengas notaveis (Brundrett,
2008; Hoffmann e Lucena, 2006). Os esporos tém, assim, um duplo propoésito:
funcionar como estruturas de armazenamento ou originar estruturas especializadas de
germinacao.

Os esporos, que se formam tanto no solo como nas raizes, formam-se quando ha
uma remobilizacdo de nutrientes a partir das raizes em que as associa¢des estdo a
entrar em senescéncia e surgem como inchagos nas hifas. Estas estruturas sdo ricas em
lipidos, citoplasma e possuem multiplos nticleos que comumente desenvolvem paredes
espessas, compostas por multiplas camadas. Em certas ocasioes, estes podem agrupar-
se, originando estruturas denominadas esporocarpos.

Esporos

®

t/

Germinagao de
esporos

N

Esporulacao

y
t

5\“\ : ;
2 < . St
s | Micélio

oy ‘ Extrarradicular

R Rt

/8\

Hifopodio

\,z*»

Arbdculos
Figura 3 - Ciclo de vida dos fungos micorrizicos arbusculares, adaptado de Bucking, Liepold e Ambilwade, (2012).
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3.2. Interac¢des planta/micorrizas

A colonizagdo de plantas por FM induz uma série de beneficios significativos para o
hospedeiro (Smith e Read, 2010). Esta associacdo promove o crescimento das plantas
através de mecanismos variados, que incluem a produc¢do de aminoacidos, vitaminas,
fito-hormonas, processos de solubilizacao e mineralizacao e na capta¢do de nutrientes
do solo - potenciada pela vasta superficie das hifas extrarradiculares, que ultrapassam
a capacidade de absorcdao dos pelos radiculares das plantas - que sao depois
transformados bioquimicamente e direcionados para a planta hospedeira através dos
arbusculos (Patreze, Moreira e Tsai, 2012). Adicionalmente, os FM podem trocar ADN
com outros microrganismos e alterar os beneficios que conferem (Lee et al, 2013;
Lowenfels, 2021).

As micorrizas aumentam a taxa de fotossintese, e promovem a acumulaciao de
metabolitos secunddrios, concedendo as plantas uma maior resisténcia a stresses
bidticos e abidticos (Zhao et al, 2022). As plantas, em resposta a alteragées no
ambiente - sejam elas originadas por stresse térmico, salinidade, seca, stresse
osmotico ou variagdes na disponibilidade de nutrientes - adaptam o seu fenétipo. Esta
adaptacao fenotipica nas raizes é fortemente influenciada tanto pela colonizacao
bacteriana e micorrizica como pela disponibilidade nutricional. A concentracdo dos
nutrientes atua como um sinal determinante na arquitetura radicular, influenciando a
divisao celular e os processos de diferenciacao das raizes. Em particular, a presenca de
FMA induz modifica¢cdes nas raizes, como a formagdo de ramos laterais e a densidade
e comprimento dos pelos radiculares (Ebbisa, 2023). Este processo de simbiose
permite uma absor¢do e translocacdo eficientes de nutrientes, mediado por
transportadores especificos presentes na membrana perifingica.

A existéncia de micorrizas pode ajudar as plantas hospedeiras a serem mais
tolerantes as condicGes de seca. Os FMA criam estruturas de armazenamento de agua
nas raizes. A rede hifal e as vesiculas dos FMA retém a agua, atuando como um
reservatorio de armazenamento.

Os FMA para além de absorverem os nutrientes ja existentes no solo, conseguem
ainda absorver uma variedade de nutrientes e metabolitos resultantes da digestao
extracelular das hifas de microrganismos que morrem na micorrizosfera. As hifas
destes fungos, produzem sideréforos e fitossider6foros (metabolitos fingicos) que se
ligam ao Fe e sdo extremamente eficientes na captacao e transporte deste para a planta
hospedeira (Abdel-Fattah e Shabana, 2002; Frey-Klett et al, 2005). Estes compostos
para além do Fe estdo ainda associados ao aumento da absor¢ao de elementos como
Zn e Cu. Estes metabolitos, ao ligarem-se a varios ides metalicos, desempenham
funcdes essenciais para a nutricdo das plantas e consequentemente uma maior
protecdo contra stresses (Romheld, 1987; Cakmak et al., 1996).

Os FMA tém a capacidade de se associarem a mais do que uma planta hospedeira
simultaneamente, por outras palavras, as suas redes podem ser partilhadas entre
plantas, mesmo sendo estas de espécies diferentes. Como resultado deste feito, as
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micorrizas podem beneficiar florestas inteiras, uma vez que as arvores maiores
literalmente alimentam e protegem as arvores mais pequenas através de uma rede
micelial interligada. E quando uma planta morre, muitos dos seus nutrientes sdo
devolvidos a rede e sao mobilizados para outras plantas (Lee et al., 2013).

Os agentes patogénicos também tém mais dificuldade em alimentar-se quando
estdo a competir por nutrientes com os FMA, limitando assim o acesso aos recursos
vitais necessarios aos agentes patogénicos (Kaewchai, Soytong e Hyde, 2009; Varma,
Prasad e Tuteja, 2017). Além disso, a medida que as hifas dos fungos digerem e
ingerem, podem produzir metabolitos, substancias quimicas que se decompdem e
atuam como dissuasores da procura de alimentos por outros microrganismos, alguns
podem mesmo produzir substancias quimicas defensivas e ofensivas especificas dos
seus predadores (Lowenfels, 2021). Um dos mecanismos predominantes de bio
controlo € a antibiose, onde compostos metabdlicos inibem o crescimento de outros
microrganismos. E importante destacar ainda o papel da atividade enzimatica dos FM
no controlo de agentes patogénicos, principalmente através de enzimas que degradam
as paredes celulares deste agentes (Troian et al., 2014). Em situacoes de infestacdo por
estes agentes, a presenca de micorrizas pode promover a producdo de compostos
antimicrobianos e enzimas como quitinases e glucanases, fundamentais para a lise dos
agentes patogénicos (Singh et al., 2014). Paralelamente, os genes relacionados com a
defesa das plantas sdo criticos nas intera¢des micorrizicas. Em fases iniciais de
colonizacdo, estes genes tendem a ser sobre regulados, porém, a medida que a simbiose
se estabelece, sao progressivamente sub regulados, o que sugere um equilibrio entre a
resposta de defesa da planta e as demandas nutricionais do fungo (Garcia-Garrido e
Ocampo, 2002; Harrison, 2005).

As hifas dos FMA, a medida que crescem e se entrelacam no solo, unem as particulas
ao mesmo tempo que produzem exsudados que ajudam a criacao de agregados no solo
criando espacos porosos, melhorando a sua porosidade e percolacdo de agua.
Demonstram ainda resisténcia a condi¢cdes adversas, como a presenca de metais
pesados, seca, salinidade, e protegem as plantas contra agentes patogénicos (Azcon-
Aguilar e Barea, 1997; Javaid, 2009; Reddy e Saravanan, 2013; Taylor e Alexander,
2005). Adicionalmente, os fungos produzem glomalina, um composto carregado de
carbono que permanece no solo mesmo depois da morte dos fungos. As moléculas de
glomalina sdo uma importante fonte de carbono no solo (Rillig e Steinberg, 2002).

Durante um extenso periodo, a transferéncia de N do solo para as plantas através
das micorrizas arbusculares foi negligenciada, fundamentada na capacidade das raizes
das plantas em absorver eficazmente azoto inorganico devido a sua mobilidade no solo
e na presuncdo de que o azoto organico ndo estaria disponivel para os FMA (Cheng e
Baumgartner, 2004). Embora exista uma quantidade significativa de NO3- e NH4* em
solos ndo fertilizados, a sua notavel mobilidade impede que sejam completamente
absorvidos na rizosfera, no entanto, estas formas de azoto sdo absorvidas
seletivamente por determinadas espécies vegetais, sendo que algumas destas podem
depender das micorrizas (Varma, Prasad e Tuteja, 2017).

9



Carlos Manuel Valente Justino

Os FMA desempenham ainda um papel crucial na mobilizacdo de P a partir de
substratos naturais. O P préximo das raizes é rapidamente absorvido, mas
aceleradamente, cria-se uma zona de deplecdo na rizosfera, limitando o P acessivel a
planta. A necessidade de associagdo micorrizica varia com a fertilidade do solo e com a
demanda nutricional da planta (Marschner, 2012; Wang et al., 2022)

Em estudos realizados em estufas, solos com deficiéncias em fosforo e zinco foram
sujeitos a diferentes niveis destes nutrientes, com e sem inoculacdo micorrizica.
Observou-se que, em baixos niveis de fertilizagdo fosfatada, a inoculagdo micorrizica
potenciou significativamente o crescimento vegetativo e a absorc¢ado de P (Liang et al.,
2022). No entanto, com elevadas concentracdes de fertilizante fosfatado, ndo se
notaram diferencas significativas quanto a inocula¢do micorrizica no que concerne ao
crescimento vegetativo e a absorcao de nutrientes (Liang et al., 2022; Sheikh-Assadi et
al., 2023).

A eficaz absorgao de P e Zn através da inoculagao micorrizica pode ser atribuida a
ampla rede de hifas externas, que permite o acesso a nutrientes para além da rizosfera.
Assim, o P que se encontra distante torna-se acessivel para as plantas inoculadas
(Zhang et al., 2022). A afinidade micorrizica pelo P pode ser aumentada, e o transporte
de P potenciado nas hifas, especialmente se a concentracdo limite para a absor¢ao do
mesmo for diminuida (Liang et al., 2022).

Os fungos apresentam dois conjuntos de transportadores denominados captadores
de K de alta afinidade e transportadores de K e estao diretamente envolvidos no
transporte de K* e Na*. Presume-se que os exportadores de K nos FMA sejam expressos,
localizados e regulados especificamente na zona de contacto e interacdo entre as hifas
do fungo e as células radiculares da planta. A escassez de informacdo relativa ao
mecanismo molecular exige investigacdes adicionais sobre a absorcdo e o destino do
K. Mais investigacdes sdo necessarias para entender completamente estes processos
moleculares. Em condi¢des de campo, verificou-se que o milho doce inoculado com
micorrizas apresenta uma maior concentragdo de K comparativamente ao ndo
inoculado (Ortas, 2003).

Alguns dos metais pesados, como por exemplo, Cu, Co, Fe, Mn, Ni, Zn sdo
micronutrientes essenciais para o crescimento das plantas, mas em excesso tornam-se
toxicos (Angulo-Bejarano, Puente-Rivera e Cruz-Ortega, 2021). Segundo Adeyemi et
al. (2021), os FMA tém sido avaliados para a remediacdo de solos contaminados por
metais pesados, uma vez que estes melhoram a translocacao de metais pesados para
as partes aéreas das plantas e também ajudam as plantas a evitar a toxicidade. A
protecdo conferida pelos fungos pode estar relacionada com a quelatacao dos metais e
o fortalecimento dos sistemas de defesa das plantas (Amna et al., 2015; Zaefarian et al.,
2013).

O C desempenha um papel preponderante na associacdo entre plantas e FMA. O
fluxo de carbono é predominantemente mediado da planta para o fungo, e, por isso,
dependem destas para a obten¢do de C (Behie e Bidochka, 2014). Embora tenha sido
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reconhecido na década de 1960 que as plantas transferem C para os FMA, os detalhes
dessa transferéncia ainda ndo se encontram totalmente definidos (Smith e Read, 2008).
Foi comprovado que o fornecimento de C pela planta estimula a absorc¢ao de P pelos
FMA (Hammer et al,, 2011; Kiers et al., 2011), concluindo-se de que cerca de 20% do C
obtido através da fotossintese é direcionado para os FMA. O C da planta é primordial,
ndo sé para o crescimento fungico, mas também para diversos processos, por exemplo,
para desenvolvimento de novos focos de infecdo (Bucking, Liepold e Ambilwade,
2012). E importante salientar que os FMA podem adotar um estilo de vida mutualista,
ou mesmo parasitario, sob determinadas condi¢des ambientais. Alguns estudos
indicam que a degeneragdo em parasitismo ocorre em solos bem fertilizados nos quais
a disponibilidade de fosforo inorganico (Pi) é abundante (Bucher, 2007; Johnson,
Graham e Smith, 1997). Pode ainda ocorrer que a simbiose seja interrompida ou
inibida quando o estado nutricional da planta é adequado para o crescimento normal
(Grant et al, 2005), ou quando o mecanismo de absorcao de fosfato especifico da
simbiose da planta é interrompido a tal ponto que impeca a aquisicdo de nutrientes
(Javot et al, 2007; Maeda et al, 2006). A relevancia desta troca mutua é evidente
quando se percebe que a relagdo simbidtica bem-sucedida e a formacdo de estruturas
chamadas arbusculos dependem da troca adequada de C e P, e isto reflete-se na
quantidade de carbono recebido pelo fungo, que estd diretamente relacionada com a
eficiéncia de transferéncia de fosfato. A troca de C e P é essencial para a manutencao
desta relacao simbidtica, embora o papel inicial nessa troca mutua ainda nao esteja
claramente definido (Jakobsen e Hammer, 2015; Smith e Smith, 2012).

Um dos biofertilizantes utilizados neste trabalho continha o FMA Glomus iranicum
var. tenuihypharum. Este fungo foi isolado num solo salino-s6dico em Espanha, tem
demonstrado um grande potencial para uso como biofertilizante na agricultura

intensiva, mesmo em condi¢des de alta salinidade e adubacdo (Juarez e Fernandez,
2018).

Apresenta esporos pequenos, transparentes a amarelo-claro, ocorrendo
isoladamente ou em pequenos grupos no solo. As hifas ligadas ao esporo sao muito
finas. Outras caracteristicas marcantes sdo a producdo abundante de micélio
extramatricial e a alta concentracdo de glomalina facilmente extraivel do solo (Juarez
e Fernandez, 2018).

Estudos de efetividade da nova variedade foram conduzidos em alface cultivada em
estufa de vidro. As plantas foram inoculadas com a nova variedade e outras duas
espécies de FM, Glomus mosseae e Glomus intraradices. Foram testadas duas doses de
adubacao (50% e 100% da dose recomendada) e avaliados diversos parametros
relacionados a atividade micorrizica, trocas gasosas, conteudo de clorofila e nutrientes
e produtividade (Juarez e Fernandez, 2018).

Os resultados mostraram que a nova variedade apresentou os maiores valores de
colonizag¢do micorrizica interna, producdo de micélio extramatrical e glomalina sob
ambas as quantidades de adubo. As outras espécies tiveram reduc¢do acentuada na
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atividade micorrizica sob a maior quantidade de fertilizantes (Juarez e Fernandez,
2018).

Em termos fisiolégicos, a nova variedade também se destacou, conferindo as
plantas maior contetdo de clorofila, fotossintese e eficiéncia no uso da agua. A analise
dos teores foliares de nutrientes corroborou os achados, com as plantas inoculadas
com a nova variedade apresentando maior absorcao de N, P, Ca, Fe e Mn sob alta
fertilizacao (Juarez e Fernandez, 2018).

No que diz respeito a produtividade, a nova variedade proporcionou o maior
acumulo de biomassa de raizes e folhas em ambos os niveis de adubacgao, contudo com
destaque para a quantidade mais alta (Juarez e Fernandez, 2018).
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4, Bactérias fixadoras de azoto

Um dos biofertilizantes utilizados neste trabalho continha BFA dos géneros
Azotobacter e Azospirillum.

4.1. Bactérias do género Azotobacter

Os ambientes hostis, com fatores de stresse, quer bidticos quer abidticos,
frequentemente diminuem as taxas de crescimento vegetativo e as caracteristicas de
produgdo, e por isso resultam numa germinac¢do deficiente e num decréscimo do
rendimento. Dentro das rizobactérias que favorecem o crescimento vegetativo, as
Azotobacter spp., sdo reconhecidas por potenciarem a sauide das plantas. Esta melhoria
deve-se a varios mecanismos subjacentes (Sumbul et al, 2020). Por serem capazes de
fixar N2 e converté-lo em formas de azoto assimildveis pelas plantas, sdo
frequentemente utilizadas como fertilizantes em culturas de plantas ndo leguminosas
(Haris et al., 2023).

As bactérias do género Azotobacter pertencem a familia Pseudomonadaceae,
integrantes da classe Gammaproteobacteria do filo Pseudomonadota. Sdo bactérias
Gram-negativas, aerdbicas e diazotréficas que vivem de forma livre uma vez que no
solo, ndo estabelecem relagdes parasiticas ou simbiodticas com plantas. As bactérias do
género Azotobacter sdao versateis quanto ao tipo de solo, sendo encontrada em
ambientes tanto alcalinos quanto acidos. Adicionalmente, as bactérias deste género
podem produzir antibiéticos e compostos antifingicos, os quais reduzem a
mortalidade de plantas mais jovens ao suprimir o desenvolvimento de diversos fungos
patogénicos na rizosfera (Haris et al., 2023; Sethi e Adhikary, 2012).

Morfologicamente, as bactérias do género Azotobacter sdo bacilos que apresentam
uma forma tipicamente oval ou esférica e demonstram uma notavel polimorfia, com
dimensodes varidveis entre 2 a 10 pm de comprimento e 1 a 2 um de largura (Sethi e
Adhikary, 2012; Sumbul et al,, 2020).

Em resposta a condigdes ambientais adversas, estas bactérias desenvolvem quistos
com paredes espessas, que representam células dormentes capazes de resistir a
ambientes hostis.

Estas bactérias tém a capacidade de utilizar o N2 como fonte de N para as suas
necessidades metabolicas como a sintese de proteinas celulares. Quando estas
proteinas sdo posteriormente mineralizadas no solo, contribuem para o fornecimento
de N mineral as plantas (Nongthombam et al,, 2021)

Estes microrganismos conferem multiplos beneficios ao crescimento e
produtividade agricola, através da biossintese de compostos biologicamente ativos, da
estimulacao de microrganismos narizosfera, da producao de agentes anti-patogénicos,
da otimizac¢do da absorc¢do de nutrientes ou ainda pelo incremento na fixacao biologica
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do azoto. Algumas espécies de Azotobacter demonstraram ainda a capacidade de
produzir aminoacidos e alguns compostos que participam em processos que
promovem o crescimento vegetativo (Sumbul et al., 2020).

No vasto ecossistema do solo, caracterizado por uma intrincada rede de interagdes
ecologicas, salienta-se o papel preponderante das bactérias diazotroficas. Estes
microrganismos ostentam a capacidade singular de converter o N2, abundante na
atmosfera, em formas de azoto passiveis de serem assimiladas pelas plantas, processo
este conhecido como fixacdo de azoto (Sethi e Adhikary, 2012).

A rizosfera, descrita como a parcela do solo intimamente ligada as raizes vegetais,
é palco de interagdes bioldgicas, entre plantas e microrganismos. No que respeita a
utilizagdo dos compostos originados da fixagdo de N2, cumpre salientar que as bactérias
diazotroficas, em primeira instancia, utilizam estes compostos nitrogenados para
fomentar o seu crescimento. A esmagadora maioria do azoto fixado é consumida por
estas bactérias ao longo do seu ciclo de vida, restando somente uma por¢ao limitada
que ¢ libertada no solo, estando assim disponivel para as plantas (Imam e Badawy,
1978).

Somente quando ocorre a morte destas bactérias é que os compostos nitrogenados
existentes nas bactérias podem ser libertados no solo, no entanto, é essencial
reconhecer que apenas uma parcela deste azoto é verdadeiramente incorporada pelas
plantas(Pasmionka, Bulski e Boligtowa, 2021). Por exemplo, na rizosfera do arroz,
perante um défice acentuado de azoto, as bactérias diazotréficas intensificam a fixacao
de N2 (Sethi e Adhikary, 2012).

As rizobactérias mostram-se essenciais, suprindo parcialmente as necessidades de
azoto das plantas (De Andrade et al, 2023). Em relagdo a nitrogenase, esta enzima,
responsavel pela fixacdo de Nz, vé a sua atividade amplificada em plantas com défice
de azoto, o que reflete um incremento na atividade fixadora das bactérias a ela
associadas (Sethi e Adhikary, 2012).

Em algumas bactérias, uma elevada concentragcdo ambiental de N pode reprimir o
processo de fixacdo de Nz, considerando que esta é uma atividade metabolicamente
dispendiosa (Halbleib e Ludden, 2000). Contudo, certas bactérias associadas as raizes
conseguem manter a capacidade de fixar N2, mesmo na presenca de niveis elevados de
N2 combinado, libertando amoniaco (NH3)- forma de azoto imediatamente assimilavel
pelas plantas (Bishop, Jarlenski e Hetherington, 1980).

As plantas que estabelecem parcerias simbidticas com certas estirpes bacterianas
desfrutam amplamente deste relacionamento, adquirindo uma fonte suplementar de
azoto, primordial quando as reservas no solo sdo escassas (Sethi e Adhikary, 2012; Tao,
Kelly e Radutoiu, 2019).

0 género bacteriano Azotobacter destaca-se ainda pela producdo de hormonas de
crescimento e pela libertacao de sider6foros, moléculas especializadas na captagdo de
ferro (Wani et al., 2016). Estes sidero6foros, facilitam o acesso ao Fe do solo, sendo
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também criticos na redugdo de N por nitrogenases ricas em Fe (Kraepiel et al.,, 2009).
Azotobacter, enquanto bioinoculante, transforma N2 em NH3 utilizado pelas plantas,
apresentando robustos mecanismos de protecdo contra o Oz e metabolizacdo de H
(Hakeem etal, 2016). A interagdo destas bactérias com o ambiente edafico é complexa,
e a compreensdo completa dos mecanismos associados a captacdo de ferro e outros
processos requer futuras investigacdes para melhor compreensao (McRose et al,
2018). Estudos revelaram que a Azotobacter chroococcum (Figura 4) tem influéncia
direta na nutrigao vegetal e na promogao da fertilidade do solo. Estas tém a capacidade
de produzir hormonas vegetais, e estas tém a capacidade de influenciar, estimular ou
inibir, diversos processos bioquimicos e fisioldgicos nas plantas e microrganismos.

Algumas espécies de bactérias pertencentes ao género Azotobacter sao capazes de
sintetizar auxinas, citocininas e giberelinas. Estas hormonas vegetais sdo fundamentais
para a regulacao do crescimento acelerado de plantas, como o tomateiro, conforme
apontado por Azcon-Aguilar e Barea (1997). O género Azotobacter possui algumas
caracteristicas Unicas entre os biofertilizantes. Possuem mais do que um tipo de
enzimas nitrogenase (Joerger, Bishop e Evans, 1988). Na verdade, possui trés
complexos de nitrogenase distintos e a expressdo destas varia com o vanadio (V),
molibdénio (Mo) e amoénio (NH4*) no meio de cultura. A nitrogenase-I é expressa
apenas quando o Mo esta presente no meio, a nitrogenase-II é expressa apenas quando
o V esta presente, enquanto a nitrogenase-III é expressa quando tanto o Mo como o V
estao ausentes (Cabello et al,, 2009; Sethi e Adhikary, 2012).

Figura 4 - Morfologia de Azotobacter chroococcum com flagelos,
adaptado de Bisset e Hale (1953).
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4.2. Bactérias do género Azospirillum

O género Azospirillum pertencente a familia Rhodospirillaceae e compreende
atualmente 22 espécies identificadas, sendo as mais reconhecidas Azospirillum
brasilense (Figura 5) e Azospirillum lipoferum (Figura 6). Estas bactérias, de natureza
Gram-negativa, apresentam-se morfologicamente sob a forma espiralada ou
cocobacilar e desenvolvem o seu ciclo de vida de forma intrinsecamente ligada as
plantas, colonizando preferencialmente a rizosfera e as raizes vegetais (Cassan et al,
2020). Apresentam um metabolismo versatil de C e N, o que as torna bem adaptadas
para se estabelecerem no ambiente competitivo da rizosfera (Okon e Itzigsohn, 1995).

0 mecanismo preponderante e de maior interesse agronémico reside na capacidade
destas bactérias produzir diversas fito-hormonas, como auxinas, giberelinas,
citocininas, pela capacidade de solubilizar fosfatos (através da libertacdo de acido
glicénico e de produzir sideréforos) que quelatam o Fe (Krishna et al., 2023; Thuler et
al, 2003). Adicionalmente, Azospirillum fixa N2, aumenta a absor¢cdo de 4agua e
nutrientes pelas raizes, confere tolerdncia a stresses abidticos, tais como seca,
salinidade, metais pesados protegendo ainda as plantas contra agentes fito-
patogénicos, através da producgdo de bactericidas (Castro-Sowinski, 2016; Cassan et al.,
2020).

O flagelo polar desempenha um papel na adsorc¢do inicial reversivel as raizes,
enquanto os polissacarideos extracelulares contribuem para a ancoragem irreversivel
posterior (Steenhoudt e Vanderleyden, 2000). A colonizac¢ado radicular por Azospirillum
envolve uma rede complexa de genes e fatores ainda ndo completamente elucidados,
coordenando os processos de motilidade, quimiotaxia, adesdo e modificacdes
fisiol6gicas mutuas entre a bactéria e a planta hospedeira (Van De Broek, Lambrecht e
Vanderleyden, 1998). A associacdo Azospirillum-raiz depende da capacidade da
bactéria sobreviver no solo e colonizar o sistema radicular do hospedeiro e nas
primeiras fases desta interacdo a motilidade e quimiotaxia das bactérias
desempenham um papel crucial ao dirigirem-se para as raizes e aproveitarem os
exsudados radiculares (Steenhoudt e Vanderleyden, 2000). A motilidade oferece a
bactéria a vantagem de se deslocar para condi¢des de nutrientes favoraveis (Barak, Nur
e Okon, 1983). Este género de bactérias apresenta uma quimiotaxia positiva em relacao
a acidos organicos, agucares, aminoacidos e compostos aromaticos, bem como em
relacao a exsudados radiculares (Heinrich e Hess, 1985; Reinhold, Hurek e Fendrik,
1985; Zhulin e Armitage, 1993). A migracdo da Azospirillum para plantulas cultivadas
no solo, tendo sido demonstrado que é limitada pela humidade do solo o que indica que
a mobilidade desta através de peliculas de dgua no solo, desempenha um papel
importante no comportamento quimiotdtico em ambientes naturais. Outra
carateristica desta é o movimento dirigido para concentracoes 6timas de Oz, designado
por aerotaxia. Esta resposta comportamental pode ser vantajosa para orientar as
bactérias para zonas 6timas para a fixacao de N (Zhulin et al., 1996).
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Predominantemente, ocorre a colonizacdo da superficie radicular, no entanto,
algumas estirpes através de mecanismos especificos tém a capacidade de infetar o
interior das plantas. A Azospirillum brasilense por exemplo, prefere os pontos de
emergéncia das raizes laterais e a zona dos pelos radiculares para interagir com as
raizes, colonizando o seu interior (Steenhoudt e Vanderleyden, 2000).

Em condi¢cdes desfavoraveis, como a dessecacao e a limitacdo de nutrientes, a
Azospirillum pode converter-se em formas alargadas semelhantes a quistos (Lamm e
Neyra, 1981). Esta alteragdo morfologica é acompanhada pelo desenvolvimento de um
revestimento exterior de polissacaridos e pela acumulagao de granulos abundantes de
poli-B-hidroxibutirato, que pode servir como fonte de C e de energia em condi¢des de
stresse (Tal e Okon, 1985).

Em sintese, o género Azospirillum destaca-se pela capacidade de estabelecer
interacdes mutualisticas com as plantas, melhorando o crescimento e a produtividade
vegetal através de diversos mecanismos benéficos no crescimento, desenvolvimento e
produtividade em condi¢des de campo. Estas bactérias apresentam a capacidade de
colonizar diversas espécies vegetais, resultando em melhorias significativas (Tyagi,
Maman e Tyagi, 2023). Estudos recentes evidenciam um aumento médio de 10% na
producdo de graos em cereais inoculados, sendo mais expressivo em cereais de inverno
(14%) do que em cereais de verao (9,5%) ou leguminosas (6,6%). O incremento na
producdo é frequentemente atribuido a complexa interagdo entre os modos de acao
bacterianos e as plantas, bem como as diversas condi¢des de stresse abiotico mitigadas
pelas bactérias (Castro-Sowinski, 2016).

Figura 5 - Fotomicrografia de Azospirillum brasiliense, Figura 6 - Fotomicrografia de Azospirillum
adaptado de Camilios-Neto et al. (2014). lipoferum, adaptado de Alexandre, Rohr e
Bally (1999).

17



Carlos Manuel Valente Justino

5. Materiais e métodos

5.1. Delineamento e preparacéao para a instalacdo do ensaio em
viveiro

No ambito do trabalho final, por uma questdo de rigor e metodologia, para a
concretizacdo de resultados fiaveis e representativos, desenhou-se um plano detalhado
que delineou as decisdes metodolégicas.

Face a importancia crescente da AB e ao seu potencial para praticas sustentaveis,
optou-se por realizar um ensaio em modo bioldgico. Posteriormente foi elegido um
viveiro especializado na produgao de horticolas com certificagio em modo biolégico. A
escolha da cultura a ser utilizada, recaiu sobre a alface (Lactuca sativa L. var. Admir)
(Figura 7) devido ao seu curto ciclo de vida em viveiro, desde a germinagao até ao
momento propicio para o transplante, que corresponde a quarta folha verdadeira.

Figura 7 - Alface Admir (Lactuca sativa L. var. Admir),
também conhecida como Alface Folha de Carvalho Roxa.

Este ensaio teve como finalidade avaliar se os biofertilizantes escolhidos induzem
na alface a sua precocidade, o aumento do vigor vegetativo, o aumento de producao de
MV e de MS, e dentro das analises laboratoriais verificar se sdo observadas diferencas
no que respeita a absorcao dos nutrientes N, P, K, Ca e Mg. Estabeleceu-se ainda que
em ambos os ensaios iriam ser realizadas observagdes aos FMA, ndo de forma
quantitativa, mas de forma qualitativa (a sua existéncia ou inexisténcia nas
observacgdes a realizar) em cada uma das modalidades. Relativamente a observagdo/
/quantificacdo de BFA, esta foi descartada, sendo o motivo principal a falta de
equipamento laboratorial adequado para a sua identificacdo e quantificagcdo. Nesta
altura do delineamento, ficou decidida a instalacdo de dois ensaios: um ensaio em
viveiro seguido de um ensaio em vasos durante um més. No primeiro, o principal
objetivo foi a avaliagdo dos parametros definidos e no segundo, a influéncia da
aplicacdo dos biofertilizantes no ensaio anterior na producgao, crescimento, absor¢ao
de nutrientes e desenvolvimento da colonizacdo de FMA. Estabelecidos estes
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pressupostos, este ensaio foi delineado de acordo com os parametros de estudo
definidos.

Nao s6 por imposicdo dos proprietarios do viveiro, mas também por decisdo
propria, e por uma questao de cumprimento das normas e procedimentos da empresa,
estabeleceu-se que todos os produtos a serem utilizados neste ensaio estariam
homologados e autorizados segundo a legislagdo portuguesa para uso em AB. Para este
ensaio, fez-se uso de um substrato comercializado pela empresa Siro®, formulado
especificamente pelo viveiro e certificado para uso em AB.

No que respeita aos produtos biolégicos especificos para o ensaio, foram
selecionados dois: o VitaSoil® (Figura 8), da Symborg®, para inoculacdo de BFA,
nomeadamente Azotobacter spp. e Azospirillium spp. e o MycoUp® também da
Symborg® (Figura 9), destinado a inoculacdo de FMA contendo Glomus iranicum var.
tenuihypharum. Ambos os produtos estdo em conformidade com os regulamentos e
legislacdo estipulada para agricultura biolégica.

Figura 8 - Fotografia do produto Figura 9 - Fotografia do produto
VitaSoil®, retirado do website da MycoUp®, retirado do website da
Symborg®. Symborg®.

No ambito do enquadramento deste trabalho, foi determinado instalar-se dois
ensaios: inicialmente um em tabuleiros (ensaio em viveiro) e posteriormente um outro
em vasos utilizando plantas provenientes do ensaio em tabuleiro (ensaio em
producdo). Adicionalmente, de forma a avaliar a influéncia do microbioma end6geno
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do substrato ficou definido que para ambos os ensaios, iria ser utilizado substrato tanto
esterilizado como nao esterilizado. Cumulativamente, em ambos os ensaios pretendeu-
se avaliar o comportamento dos produtos de forma isolada como combinada no
crescimento das plantas. Assim em ambos os ensaios as modalidades testadas foram
oito:

- T: Substrato nao esterilizado e sem inoculacao de BFA e FMA;
- B: Substrato ndo esterilizado com inocula¢do de BFA;

- M: Substrato nao esterilizado com inoculacdo de FMA;

- BM: Substrato ndo esterilizado com inoculacao de BFA e FMA;
- E: Substrato esterilizado e sem inoculagdo de BFA e FMA;

- EB: Substrato esterilizado com inoculacdo de BFA;

- EM: Substrato esterilizado com inoculacao de FMA;

- EBM: Substrato esterilizado com inoculacdo de BFA e FMA,;

Estimou-se que o ensaio em viveiro teria uma duracao aproximada de 4 semanas,
que corresponderia aproximadamente a quarta folha expandida. Ficou nesta altura
também decidido que os biofertilizantes iriam ser aplicados no ensaio em viveiro e em
2 momentos distintos; o primeiro na data de instala¢do do ensaio e o segundo com 50%
da dose inicial no inicio da terceira semana. Determinou-se que no ensaio em vasos nao
iria ser aplicado qualquer tipo de produto, sendo aqui o interesse verificar e avaliar o
desempenho dos biofertilizantes inoculados no ensaio em viveiro e o seu efeito
posterior no ensaio em vasos.

Neste ensaio foram utilizados tabuleiros de policloreto de vinilo (PVC), cada um de
240 alvéolos, organizados numa configuracdo de 20 X 12.

O delineamento experimental do ensaio, foi completamente casualizado, com 8
modalidades com 4 repeti¢cdes por modalidade e 64 plantas (alfaces) por repeticao.

Uma vez que o numero de alvéolos por tabuleiro é bastante elevado, decidiu-se
fazer 2 repeticoes por tabuleiro, assim, no total foram utilizados 16 tabuleiros para o
ensaio em viveiro.

Relativamente as doses de aplicagdo as mesmas foram definidas da seguinte forma:

Para o MycoUp®, a dose aplicada foi de 4 kg/ha, o que correspondeu a 62,4 mg por
tabuleiro.

Para o VitaSoil®, a dose aplicada foi de 30 L/ha, o que corresponde a 0,47 mL por
tabuleiro.
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Foram utilizadas 64 plantas por repeticdo uma vez que sendo necessario avaliar a
absorcdo de nutrientes pela alface, teria que se assegurar um quantitativo de biomassa
suficiente.

Em 11 destas 64 alfaces, iriam ser contabilizados o niimero de folhas. A escolha
destas 11 plantas foi feita ainda nesta fase de forma completamente aleatéria para cada
repeticao. As medi¢des durante o ensaio, foram realizadas 2 vezes por semana. Durante
as 4 semanas foram realizadas 7 medi¢des (ndo existiram medi¢cdes na data da
instalacdo do ensaio).

O ensaio em viveiro decorreu na empresa BIOBROTAR - VIVEIROS DE PLANTAS
BIOLOGICAS E SERVICOS, LDA. Esta é uma empresa de producio de plantas horticolas
e aromaticas, de dimensao familiar. Em Portugal é das poucas empresas que optou pela
producgdo de alface em modo de produgdo biolégica. As estufas da empresa localizam-
se em Povoa de Cima, uma localidade do concelho de Mafra, distrito de Lisboa.

Aregido de Mafra é classificada segundo a classificacao de Kdppen-Geiger como Csb,
que se traduz como um clima mediterranico de verdes amenos e caracterizado por
invernos moderadamente frios e precipita¢do distribuida ao longo do ano (Kottek et
al., 2006). A compreensao das condi¢des climaticas do local onde o ensaio foi instalado
é essencial para perceber as influéncias ambientais no desenvolvimento das plantas e,
consequentemente, na validade e interpretacdo dos resultados. Segundo o Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera, Mafra, local onde o ensaio foi realizado, apresenta
uma temperatura média anual de 15°C. As temperaturas maximas médias durante o
verdo chegam aos 22°C, enquanto as minimas no inverno podem descer até os 8°C. A
precipitacdo em Mafra, ainda que nao influenciando a produgao da alface, enquadra-se
numa meédia anual entre 600 a 800 mm. O padrdo de precipita¢do é sazonal, sendo os
periodos de outono e inverno aqueles que registam uma maior frequéncia de chuvas.
Pelo contrario, os meses de julho e agosto destacam-se como os mais secos do ano. A
humidade relativa em Mafra apresenta uma média anual aproximada de 80%. A
proximidade com o oceano Atlantico confere a regidao um clima hiimido. Os ventos em
Mafra tém predominancia do quadrante norte. (IPMA, 2023).

A estufa selecionada para o ensaio foi escolhida tendo em conta as limitacoes
existentes em Portugal, nomeadamente a escassez de estufas que trabalham sob
regime de AB. Esta estufa em particular dispde de um sistema de ventilagdo passiva,
com aberturas automatizadas no telhado. Estas aberturas, bem como as existentes nas
paredes, foram projetadas e estrategicamente posicionadas para promover a
flutuabilidade térmica e o fluxo continuo de ar, garantindo assim condi¢des ideais para
o crescimento e desenvolvimento das plantas.

O regime de irrigacdo foi estabelecido tendo em conta as necessidades observadas
das plantas. No interior da estufa, a rega foi assegurada por uma barra de irrigagdo
suspensa e mdvel, permitindo que as plantas em estudo fossem regadas em simultaneo
com as de produg¢do para venda. Na estufa, durante o ensaio foram realizadas duas
regas diarias: uma ao inicio da manha e outra ao fim da tarde. No entanto, com base na
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observacao visual do estado das plantas, houve dias em que, devido as elevadas
temperaturas se fez uma terceira rega. De salientar que ao longo do ensaio, ndo foi
realizada qualquer fertilizacdo nas plantas.

A selecdo do substrato, para este estudo, recaiu sobre o substrato ja adotado pela
empresa Biobrotar para a producdo de alfaces em modo bioldgico. O critério para tal
selecao foi claro: replicar fielmente o método de produgdo existente num viveiro
bioldégico, permitindo uma abordagem experimental que espelhasse praticas reais da
empresa. De notar que foi também empregada uma quantidade significativa de
vermiculite (esterilizada e ndo esterilizada), que no fim da sementeira, foi aplicada por
cima dos tabuleiros. A esterilizacdo do substrato foi feita replicando o protocolo
descrito por Shrestha (2021) para esterilizacao de substratos. Inicialmente, o substrato
foi humedecido com agua destilada que segundo Shrestha (2021), assegura que a
temperatura € uniformemente distribuida durante o processo, aumentando a eficacia
da esterilizacao. Depois de humedecido, o substrato foi acondicionado em sacos
proprios para a esterilizacdo em autoclave (Figura 10). Os sacos com o substrato foram
esterilizados a 121 2C durante um periodo de 30 minutos em autoclave AJC - Uniclave®
88 (Figura 11).

Concluida a esterilizacdo, os sacos foram imediatamente selados, mantendo a
esterilidade do substrato. Este passo é essencial para minimizar qualquer risco de
contaminag¢do até ao momento da sua utilizacdo no viveiro durante a instalacdo do
ensaio. Assegurou-se que as condicdes de armazenamento fossem ideais, mantendo os
sacos em um local fresco, seco e abrigado de luz direta até a sua utilizacao.

A vermiculite utilizada nas modalidades esterilizadas foi esterilizada a 121 °C.
durante 20 minutos seguindo o protocolo descrito por Park (2021). O protocolo é
semelhante ao do substrato, alterando apenas o tempo que a vermiculite deve ficar no
autoclave.

Figura 10 - Substrato devidamente Fiua 11 - Autoclave utild
acondicionado em saco proprio para AJC - Uniclave® 88 ’
esterilizacao. ’

No contexto do presente trabalho, assegurar a pureza e esterilidade dos materiais
utilizados é fulcral para a validade e integridade dos resultados alcangados. Com o

22



Fertilizacao de Alface (Lactuca sativa L.) em fase de viveiro com biofertilizantes:
Avaliacao da inoculacado de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de azoto nos parametros produtivos

objetivo de reduzir potenciais contaminacgdes, realizou-se também a esterilizacdo das
sementes que seriam utilizadas nas modalidades esterilizadas. Deste modo, elegeu-se
o protocolo de esterilizacdo da Escola Superior Agraria de Castelo Branco (ESACB)
adaptado de Nanduri et al. (2006) para este propdsito. A esterilizacdo adequada das
sementes permite eliminar fatores contaminantes, garantindo que a avaliacdo incide
especificamente sobre o substrato e os produtos utilizados.

Na empresa onde viria a ser instalado o ensaio, as sementeiras dos tabuleiros sao
feitas com recurso a uma sementeira pneumatica por suc¢do em vacuo, as sementes
das alfaces, dada a sua pequena dimensao, sdo peletizadas por uma camada de argila.
Esta argila, dada a sua natureza porosa, tem a capacidade de absorver agua. Surgiu,
assim, uma interrogacdo: o hipoclorito de sédio utilizado na esterilizagdo de sementes
das modalidades esterilizadas poderia ficar retido na argila e influenciar a taxa de
germinacao?

Com o intuito de esclarecer esta questdo e minimizar eventuais implicacdes,
procedeu-se a realizacdo de um ensaio prévio para determinar a faculdade germinativa
das sementes em questdo e assim clarificar a questdo exposta anteriormente. Este
ensaio prévio foi instalado a 1 de junho de 2023.

No ambito deste ensaio prévio, utilizaram-se 8 placas de Petri. Em cada uma delas,
foi colocado um papel de filtro, e em seguida, procedeu-se a sua esterilizacdo por calor
seco no esterilizador da Marca Cassel®, a uma temperatura de 130 2C, durante 60
minutos. Como dito anteriormente, para as sementes, foi utilizado o protocolo de
esterilizacao de sementes da ESACB.

Seguindo o protocolo, preparou-se uma solucdo de hipoclorito de sédio a 1%,
utilizando uma lixivia comercial com uma concentra¢do de 5%. Neste contexto, foram
estabelecidos dois tratamentos distintos para a esterilizacao das sementes: o primeiro
recorrendo a solucao de hipoclorito de sédio a 1% e o segundo a agua destilada. Para
tal, as sementes foram divididas em dois lotes, cada um contendo 80 unidades. O lote
destinado ao primeiro tratamento foi imerso na solugdo de hipoclorito de sédio e o do
segundo tratamento em agua destilada, respetivamente, segundo o protocolo durante
um periodo de 10 minutos. Findo este periodo, as sementes submetidas a solugdo de
hipoclorito de sédio foram lavadas com agua destilada. Ja para o lote submerso apenas
em agua destilada, procedeu-se somente a remoc¢ado do excesso de agua.
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Em condigdes estéreis, asseguradas por uma camara de fluxo laminar, distribuiram-
se 20 sementes por placa de Petri, totalizando assim 160 sementes para o ensaio. Das
8 placas, 4 foram destinadas as sementes tratadas com hipoclorito de s6dio e as
restantes 4 as sementes que estiveram apenas em contacto com agua destilada.
Finalizando o procedimento, cada placa foi humedecida com 5 mL de agua destilada
(Figura 12). Posteriormente, as placas foram transferidas para numa estufa ajustada a
uma temperatura constante de 25 2C. A estufa utilizada foi o modelo Fitoclima 750E da
Marca ARALAB®. Estava previsto que as sementes permanecessem na estufa por 10
dias, sendo hidratadas diariamente. Contudo, no 52 dia, todas as sementes ja se
encontravam germinadas, o que levou ao término do ensaio.

Por termos obtido uma taxa de germinacao de 100% (no total de 160 sementes) foi
decidido ignorar quaisquer tipos de tratamentos estatisticos e avan¢ar com o ensaio.

Com base nos dados obtidos, verificou-se que o protocolo de esterilizacao de
sementes adotado ndo influenciava a taxa de germinagdo. Este resultado é um
indicativo de que a esterilizacdo ndo comprometeu a viabilidade das sementes, o que
permitiu eliminar quaisquer erros que pudessem ocorrer no futuro.

Figura 12 - Sementes das alfaces colocadas em
placas de Petri, pronta a entrar na cdmara de
germinacao.
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5.2. Instalacao do ensaio em viveiro

O ensaio foi instalado no dia 13 de junho de 2023, seguindo todas as etapas da
instalacdo do ensaio previamente definidas.

Os tabuleiros utilizados, antes de serem utilizados, foram submersos numa solugao
de hipoclorito de sédio comercial a 5% durante 10 minutos. Apés a desinfecdo, os
tabuleiros foram lavados abundantemente com agua para eliminar qualquer residuo
desinfetante.

Apds a desinfe¢do dos tabuleiros, estes foram marcados com os respetivos codigos
de identificagdo, visando garantir a rastreabilidade e o controle adequados em todas as
etapas do ensaio. Este sistema consiste num cddigo alfanumérico que compreende 8
digitos, permitindo a identificacdo do tratamento, da repeticdo e da localizagdo exata
da planta dentro do tabuleiro conforme descrito na Figura 13. Os alvéolos foram
preenchidos com substrato e substrato esterilizado dependendo da modalidade. Por
uma questdo de uniformizacdo, e uma vez que o substrato esterilizado se encontrava
humedecido da esterilizagdo, decidiu-se também humedecer o substrato nao
esterilizado, para que a relacdo peso/volume nao fosse muito dispar entre substratos.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

A A3 M AS A6 A7 A3 A9 Al0 AL A2 A3 Al4 Al5 Ale A7 Al8
B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18

12 13 14 L5 L6 L7 18 19 110 111 112 L13 L14 L15 L16 117 L18

A19
B19

119

A0
B20
0
D20
E20
F20
G20
H20
120
120
K20
120

Figura 13 - Exemplo explicativo da nomenclatura e disposicao das plantas nos tabuleiros. A cinzento as plantas de
bordadura, a verde as plantas do ensaio, a amarelo as plantas selecionadas de forma aleatéria para medicoes e a
vermelho, plantas para observacao de micorrizas.

O substrato utilizado apresentava valores de pH de 5,6 (pouco acido), de MO de
cerca de 67%, a CE era de 0,84 dS/m (pouco salino), N total 8,43 g/kg, valores de P20s
(1533 mg/kg) e K20 (4142 mg/kg) muito elevados, o Ca apresentava um valor de 2,9%
e o Mg de 0,19%. Globalmente, o substrato apresenta-se com valores elevados de
nutrientes.

Durante a instalacdo do ensaio as sementes destinadas aos tratamentos com
substrato esterilizado seguiram o protocolo de desinfe¢do de sementes da ESACB,
contudo, foi introduzida uma alteragdo no processo de lavagem: ap6s a imersdo, as
sementes foram lavadas utilizando dgua da rede publica de abastecimento em vez de
agua destilada, conforme estabelecido no protocolo.
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Manualmente com recurso a uma ping¢a desinfetada numa solucao alcodlica a 75%.
Uma Unica semente foi colocada em cada um dos alvéolos dos tabuleiros de
germinacao, assegurando uniformidade na distribuicao.

Feito isto, seguiu-se a inocula¢do dos biofertilizantes selecionados: o MycoUp® e o
VitaSoil®. O MycoUp, previamente pesado nas instalagdes da ESACB, foi incorporado
na dose de 500 mg. Por sua vez, o VitaSoil® foi rigorosamente medido, utilizando
micropipetas de alta precisio VWR® High Performance Single Channel de 1 mL e 10
mL, para garantir a maxima exatidao na extracao do volume desejado (3,75 mL).

De seguida, cada um dos biofertilizantes foi diluido separadamente em agua
proveniente da rede publica de abastecimento. Para tal, recorreu-se a uma proveta
graduada de 500 mL para medicdo precisa dos volumes de diluicao. O MycoUp foi
diluido em 4,3 L de 4gua, enquanto o VitaSoil foi diluido em 4,8 L de agua.

Posteriormente, foram retirados 5 mL de cada uma das suspensdes de
biofertilizantes previamente preparadas, utilizando novamente as micropipetas de alta
precisdo. Estas aliquotas de 5 mL foram entdo inoculadas nos alvéolos das modalidades
correspondentes a cada biofertilizante.

Apés a inoculagdo dos produtos, procedeu-se a aplicacdo de uma fina camada de
vermiculita nos tabuleiros. Em funcdo do tipo de modalidade, a vermiculita esterilizada
foi aplicada nos tabuleiros das modalidades esterilizadas e a nao esterilizada nos
tabuleiros das modalidades com substrato nao esterilizado.

Apébs a sementeira (Figura 14), os tabuleiros foram transportados numa camara
hermética do viveiro, dotadas com um sistema de circulacao de ar e de controlo de
temperatura e humidade. Durante um periodo de 48 h, os tabuleiros foram mantidos a
uma temperatura estavel de 15 2C e a uma humidade relativa de 80%. Segundo Castro
e Domingues (2020), o propédsito da germinacdo em camara ndo é promover a
emergéncia da planta, mas sim facultar as sementes as condi¢des ideais para iniciar o
seu ciclo germinativo, garantindo, assim, um desenvolvimento robusto aquando da sua
transicdo para a estufa.
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(e : é
Figura 14 - Tabuleiros ao fim da sementeira, prontos a serem postos na camara de
germinacao.

Concluidas as 48 h dos tabuleiros na camara de germinacdo, os tabuleiros foram
entdo colocados nas estufas. A temperatura e humidade dentro das estufas foram
monitorizadas utilizando um medidor da marca INKBIRD® IBS-TH1 Plus que registou
ambos os parametros com intervalos de 30 minutos durante todo o ensaio.

Apesar da monitorizagdo continua, o ensaio nao contou com controlo ativo das
condi¢des ambientais no interior das estufas ao longo do seu desenvolvimento.

As medicoes do comprimento das folhas foram realizadas duas vezes por semana
em 11 plantas previamente escolhidas de forma aleatéria por repeticdo. Em cada
planta foram contabilizados o nimero de folhas e o comprimento de cada uma delas.
As medig¢des foram realizadas com recurso a uma fita métrica flexivel. As medigdes e
contabilizacdes foram efetuadas sempre nas mesmas plantas de cada repeticao.

Como descrito anteriormente, para garantir a eficacia da inoculagao dos produtos
nas modalidades, decidimos realizar a inoculacao em dois momentos distintos durante
o ensaio. O primeiro momento ocorreu na instalagdo do ensaio, seguindo a dose inicial
previamente estabelecida. A segunda inoculagdo foi realizada no dia 30 de junho de
2023, 17 dias ap0s a sementeira (DAS), e consistiu na reaplicagdo dos produtos numa
dose reduzida a 50% da quantidade inicial. A decisao teve como objetivo assegurar que
a inoculacdo dos produtos fosse mantida e que o processo de avaliacao continuasse a
refletir as condi¢des desejadas.

E relevante observar que, em ambos os momentos de aplicacdo, mantivemos a
mesma metodologia e procedimentos para a inoculagdo dos produtos. Essa abordagem
uniforme foi adotada para minimizar qualquer fonte de variabilidade e garantir a
consisténcia em todo o periodo do ensaio.
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5.3. Medicdes e pesagens

Findos os 29 DAS, o ensaio em tabuleiros considerou-se concluido. A data de fim do
ensaio ocorreu no dia 12/07 /2023, e estas foram transportadas para as instala¢des da
ESACB.

Importa salientar que, ao longo do periodo experimental, ndo se verificou qualquer
incidéncia de pragas ou doencas nas plantas.

De cada tabuleiro ficou estipulado que 2 filas de plantas mais externas de plantas
(longitudinalmente e transversalmente) seriam consideradas plantas de bordadura e
por isso descartadas.

As 64 plantas de cada uma das 4 repeticdes das 8 modalidades experimentais foram
enviadas para o laboratério de solos da ESACB, onde se procedeu a sua separagao para
diferentes fins analiticos. De cada repeticao, foram aleatoriamente reservadas 8
plantas (que nao as mesmas que as 11 selecionadas) para transplante no ensaio em
vasos. As 56 plantas remanescentes, foram separadas a parte aérea da radicular.

Das 56 plantas, 11 tinham sido previamente selecionadas aleatoriamente. Nestas,
realizaram-se diversas medi¢cOes e pesagens: biomassa fresca da parte aérea; nimero
de folhas; comprimento da ultima folha desenvolvida (considerou-se desenvolvida
quando o comprimento era superior a 2 cm); altura das plantas; comprimento
radicular (apds lavagem). Destas 11 raizes, 2 delas foram conservadas numa solucao
alcoolica a 70% para posterior observagao de micorrizas.

As partes aéreas das 11 plantas selecionadas e as restantes 45 foram colocadas em
estufa a 65°C durante 48 horas para determinacao da biomassa seca, sendo que as
primeiras foram colocadas individualmente, enquanto que as restantes foram em lotes
(Figura 15 e Figura 16) postas a secar em (plantas para andlise laboratorial). Por sua
vez, as raizes das 9 plantas selecionadas foram também secas individualmente.
Relativamente as demais partes radiculares separadas, o substrato foi separado das
raizes das plantas. O substrato foi analisado no laboratério de Solos da ESACB. A
humidade foi determinada por método gravimétrico, o pH (H20) por potenciometria
(extrato saturado), a CE num condutivimetro (extrato saturado), MO perda de peso por
inceneracdo a 450 2C durante 16 h, o N total pelo método de Kjeldahl, o P20s e K20
assimilaveis pelo método de Egnér-Rhiem, o Ca e Mg foram extraidos por uma solucao
de acetato de amonio tamponizado a pH = 7,0 e doseados por espectrofotometria de
absorgdo atémica, o P total apds incineracdo durante 3 h a 550 2C e extraido com acido
sulfurico 0,5 M, o P inorganico foi extraido com 4cido sulftirico 0,5 M. O P total e o P
inorganico foram doseados por espectrofotometria de absorcdao molecular. O P
organico foi calculado pela diferenga entre o P total e o P inorganico.
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Figura 15 - Alfaces separadas Figura 16 - Alfaces selecionadas para
do ensaio em viveiro separadas. medicdo de matéria seca. A parte
Partes aéreas prontas a entrar na a radicular antes do processo de
estufa e radiculares para separacao lavagem de raizes.

e posterior analise do substrato.

Todas as amostras, tanto as partes aéreas quanto as raizes das plantas, foram
colocadas na estufa (Figura 17) por um periodo de 48 horas, mantendo uma
temperatura constante de 65 2C. Essa etapa é crucial para reduzir o teor de humidade
das amostras, possibilitando posteriormente a avaliacao do peso seco da parte aérea e
da parte radicular da alface.

Figura 17 -Alfaces (parte aérea e radicular)
dentro da estufa pronta para o processo de
secagem.
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Apés as 48 horas de secagem na estufa a 65°C, procedeu-se a pesagem individual da
biomassa seca, tanto da parte aérea como radicular, das 11 plantas previamente
selecionadas(no caso das raizes foram somente 9). Para este efeito, recorreu-se a uma
balanca analitica e registou-se os valores obtidos.

De seguida, a parte aérea destas 11 amostras e as restantes foram trituradas, utilizando
um moinho [ka® A10 Basic, até se obter um p6 fino e homogéneo. Este material vegetal
moido foi posteriormente enviado para o laboratério de Solos da ESACB , onde foram
quantificados os parametros assinalados anteriormente. A humidade foi quantificada
pelo método gravimétrico, o N total pelo método de Kjeldahl, os elementos minerais P,
Ca, Mg e K foram extraidos com acido cloridrico (20% v/v). O P foi doseado por
espectrofotometria de absorcao molecular e o Ca, Mg e K por espectrofotometria de
absorgdo atémica.
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5.4. Observacao e quantificacdo de micorrizas

O protocolo utilizado para processamento e montagem das laminas para posterior
observacao e quantificacao de estruturas de FMA nas raizes foi adaptado de Vierheiling
et al. (1998) e Ngo et al. (2021). As raizes previamente armazenadas em etanol 70%
foram primeiro lavadas cuidadosamente com agua destilada para remocgdo de
particulas de solo aderentes. Foram entdo cortados segmentos radiculares com cerca
de 1 cm, os quais foram colocados numa solucdo aquosa de hidroxido de potassio
(KOH) a 10% e fervidos numa placa de aquecimento (Bunsen® MC-8) durante 5
minutos. Seguidamente, foram novamente lavados com agua destilada e imersos numa
solucao corante constituida por acido acético a 5% e tinta preta da marca Pelikan® a
5%, posteriormente foram fervidas durante 5 minutos adicionais. Apds nova lavagem
das raizes coradas com agua destilada, estas foram transferidas para agua acidulada
onde repousaram durante 20 minutos antes da montagem das laminas (Figura 18). Em
cada lamina foram dispostos 10 segmentos radiculares corados por cada repeti¢do das
8 modalidades. Posteriormente, foram visualizados ao microscopio 6tico e realizadas
5 observagdes independentes em diferentes campos de cada segmento radicular,
registando-se a presenga/auséncia de estruturas fungicas. Para a observacao destas,
foi utilizado um microscépio 6tico da marca Leica® DME numa ampliacdo de 100X
(Figura 19).

Figura 18 - Raizes em agua Figura 19 - Fotomicrografia de
acidulada. micorrizas (100X).
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5.5. Instalacao do ensaio em vasos

0 ensaio em vasos foi instalado no dia 15/07/2023, 32 DAS das plantas. O substrato
foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido, o que incluiu a esterilizagdo de
um novo lote de substrato, especialmente destinado a esta fase do ensaio para as
modalidades de substrato esterilizado. Para o ensaio em vasos, utilizamos vasos
cilindricos regulares de polietileno de alta densidade, com uma capacidade de 5 L, (14
cm na base por 24 cm de altura). No total foram transplantadas 64 plantas, seguindo
um desenho experimental de 2 plantas por repeticdo, distribuidas em 4 repeticdes,
abrangendo um total de 8 modalidades distintas. Importa salientar novamente que,
neste ensaio, as plantas ndo foram inoculadas com qualquer tipo de produto.
Adicionalmente, para proporcionar as condi¢des ideais de crescimento, todas as
plantas foram posicionadas sob uma rede de ensombramento com uma taxa de sombra
de 75% (Figura 20). Vale mencionar que, embora tenha havido um acompanhamento
constante, ndo foram realizados registos especificos de temperatura e humidade
durante o periodo do ensaio em vasos. A rega das plantas foi realizada diariamente, de
acordo com a exigéncia da cultura, embora a quantidade exata de agua aplicada nao
tenha sido quantificada de forma especifica. Para garantir a rastreabilidade e
identificacdo precisa de todos os vasos utilizados neste ensaio, cada um foi
devidamente rotulado. De referir que todos os vasos passaram por um processo
rigoroso de limpeza e desinfecdo. Esse procedimento envolveu a utilizacdo de uma
maquina de limpeza de alta pressao a agua e lixivia - de marca comercial com uma
concentracdo maxima de 5%, assegurando que os vasos estavam completamente livres
de qualquer contaminacao anterior.
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Figura 20 - Alfaces do ensaio em vaso sob rede de ensombramento a
75%.

32



Fertilizacao de Alface (Lactuca sativa L.) em fase de viveiro com biofertilizantes:
Avaliacao da inoculacado de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de azoto nos parametros produtivos

Este ensaio terminou no dia 16/08/2023, 32 dias apds transplante. A metodologia
seguida neste ensaio apos o seu levantamento foi a mesma que a utilizada no ensaio
em viveiro. As plantas foram cortadas, pesadas (parte aérea e radicular), lavaram-se as
raizes, mediu-se o comprimento de ambas as partes e as raizes foram conservadas
numa solugdo alcodlica a 70% para posterior montagem de laminas e observagdes. Ja
a parte aérea a semelhanca do que ocorreu no ensaio anterior, foi seca na estufa a fim
de se determinar a MS. Findo o processo de secagem, foram novamente pesadas e
trituradas para analises laboratoriais. O processo de montagem de laminas para
observacao de raizes foi exatamente o mesmo que o descrito anteriormente. Apos a
montagem das laminas, foram efetuadas as observacgdes e os valores destas registados.

5.6. Analise Estatistica

Os dados recolhidos foram analisados estatisticamente pelo Software IBM SPSS
Statistics® Versdo: 28.0.1.0 através da Analise de Variancia univariada (One-way
ANOVA). Os pressupostos de homogeneidade de varidncias e de normalidade dos
residuos foram testados respetivamente através dos testes de Levene e de Shapiro-
Wilk. Quando esses pressupostos nao se verificaram, utilizou-se o teste ndo
paramétricos de Kruskal-Wallis para testar a existéncia de diferencas significativas
entre modalidades. Utilizou-se o teste de Tukey no caso da ANOVA ou o de Dunn no
caso dos testes de nao paramétricos para identificar as diferencas significativas entre
modalidades. Em ambos os casos considerou-se um nivel de significancia de 0,05
(p<0,05).
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6. Resultados

6.1. Ensaio em viveiro com alface

Apresentam-se de seguida os resultados obtidos nos diversos tratamentos no
ensaio de producdo da alface em viveiro.

6.1.1. Crescimento, produc¢ao e absor¢cao de nutrientes

A Figura 21 mostra a evolugao fenolégica da alface na fase de viveiro nas diversas
modalidades. Os estados fenoldgicos da alface foram adaptados da escala BBCH (Meier,
2018). Neste ensaio, o estado 1 corresponde aos cotilédones completamente
expandidos (cédigo 10 da escala BBCH). Os estados 2, 3, 4, 5 e 6 correspondem
respetivamente a primeira, segunda, terceira, quarta e quinta folha verdadeira
expandida maior que 2 cm (c6digos 11 a 15 da classificagio BBCH). Como se pode
observar, nos estados fenologicos 4 e 5 (32 e 42 folhas expandidas) é visivel alguma
diferenciacdo entre modalidades. A Figura 22 mostra que no estado fenologico 4 as
modalidades mais precoces sao as modalidades B, M e BM, com valores entre 17 na
modalidade M, 17,1 na modalidade B e 18 DAS na modalidade BM. As modalidades
com menor precocidade foram e EM, EB e E. EM (22,2 DAS), EB (21,7 DAS) e E (21,5
DAS). No estado fenolégico 5, esta tendéncia mantém-se acentuando-se a precocidade
das modalidades B e M relativamente a BM. A modalidade B apresentou um valor de
20,0 DAS significativamente inferior (p<0,05) ao da modalidade M com 20,8 DAS, que
por sua vez foi também significativamente inferior ao da modalidade BM com 26,5 DAS
que foi a modalidade com menor precocidade de todo o ensaio.

Estado Fenoldgico
w

6 10 13 17 20 24 29

Dias apds sementeira

T B M BM E EB ——EM ——EBM

Figura 21 - Evolucao fenoldgica da alface desde o desenvolvimento dos cotilédones, 6 DAS até ao levantamento do
ensaio, 29 DAS. A fase 1 corresponde ao completo desenvolvimento dos cotilédones, a fase 2 corresponde a
primeira folha verdadeira, a 3 a segunda folha verdadeira, a 4 a terceira folha verdadeira, a 5 a quarta folha
verdadeira e a fase 6 corresponde a quinta folha verdadeira. Os estados fenologicos, foram adaptados da ilustracao
da tese de Mestrado “Investigating optimum wavelength(s) for growth of Lactuca sativa, L. using tunable LED
sources and developing thin-film filters for glass greenhouses” de Jacqualine Thomas.
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Figura 22 - Niumero médio de dias apds sementeira (DAS) por modalidade até ao aparecimento da 32 e 4° folha

verdadeira. Letras diferentes por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas entre

modalidades para a 32 folha verdadeira (letras mailsculas) e para a 4 folha verdadeira (letras minGsculas) pelo

Teste de Kruskal-Wallis (p <0,05) e comparacoes por Método Dunn.

No que diz respeito a biomassa produzida pelas alfaces no ensaio em viveiro (Figura

23 e Figura 24) tanto de MV como de MS, ela foi significativamente superior (p<0,05)
nas modalidades ndo esterilizadas, relativamente as esterilizadas. Apesar de nao se
terem observado diferencas significativas (p> 0,05) entre as modalidades destes dois
grupos, nas modalidades ndo esterilizadas a producdo variou entre 1,79 na modalidade
BMa 2,17 g MV/planta na M e relativamente a MS variaram entre 0,142 na modalidade
BM e 0,166 g MS/planta nas modalidades B e M. No grupo das modalidades
esterilizadas o peso verde variou entre 1,11 na modalidade EM e 11,23 g MS/planta na
modalidade EB. O peso seco variou entre 0,104 na modalidade EB e 0,113 g MS/planta
na EM.

2,5 a a
@ 5 a - I a
2 * = b b
) E 1,5 b
©
S r_% 1 x I x
~s
S o)
\E - 0,5
s 0

T B M  BM E EB EM EBM

Modalidades

Figura 23 - Biomassa da parte aérea (g/planta) no final do ensaio em viveiro. Letras diferentes por cima das
colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 24 - Producao de matéria seca da parte aérea (g/planta) no final do ensaio em viveiro. Letras diferentes por
cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Resultado semelhante ao da producao de biomassa da parte aérea da alface foi
observado na produc¢do de MS da raiz (Figura 25). Nas modalidades nao esterilizadas
a MS da raiz foi significativamente superior a das modalidades esterilizadas (p<0,05).
Entre as modalidades apenas se verificaram diferencas significativas no grupo com
esterilizacdo (p<0,05), no qual a modalidade EM apresentou um valor superior (0,063
g MS/planta) ao da modalidade EB (0,052 g MS/planta). No grupo das modalidades nao
esterilizadas nao houve variagées significativas (p>0,05) registando-se valores entre
0,074 na modalidade BM e 0,085 g MS/planta na modalidade T.

008 W =
0,06 z = =
0,04
0,02

Matéria Seca Raiz (g)

T B M BM E EB EM EBM
Modalidades

Figura 25 - Matéria seca da raiz (g/planta) apds levantamento do ensaio em viveiro. Letras diferentes por cima das
colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

A altura das plantas (Figura 26) do ensaio em viveiro apresentou diferencas
significativas entre as modalidades (p<0,05). Uma vez mais, as modalidades com
substrato nao esterilizado apresentaram valores significativamente maiores do que as
modalidades em substrato esterilizado. Dentro das modalidades do primeiro grupo a
modalidade que apresentou um valor significativamente superior foi a M (7,51 cm) >
B (6,27 cm) = BM (6,24 cm) =T (6,17 cm). Nas modalidades esterilizadas a inoculacao
com bactérias EB (530 cm) esteve associada a uma altura das plantas
significativamente superior a modalidade com inoculacdo com micorrizas, EM (4,41
cm).
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Figura 26 - Altura (cm) das alfaces do ensaio em viveiro. Letras diferentes por cima das colunas indicam diferencas
estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

No que diz respeito ao comprimento da raiz (Figura 27) a modalidade BM (10,16
cm) foi significativamente superior (p<0,05) as modalidades EBM (9,18 cm), EB (9,13
cm) e E (8,54 cm). Tal como se observou na MS das raizes a modalidade EM foi a que
apresentou maior valor (9,30 cm) do comprimento da raiz entre as modalidades

esterilizadas.

Comprimento da raiz (cm)
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Figura 27 - Comprimento radicular das raizes das alfaces (cm), do ensaio em viveiro. Letras diferentes por cima
das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Em relacao a quantidade de nutrientes absorvida pelas plantas verificou-se que no
caso do N (Figura 28) houve diferencas significativas (p<0,05) entre as modalidades.
As modalidades ndo esterilizadas B e M apresentaram maior absor¢do de N (3,35 e 3,61
mg N/planta, respetivamente) do que as modalidades esterilizadas
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Figura 28 - Média de absorcdo de N (mg/planta) em cada uma das modalidades do ensaio em viveiro. Letras
diferentes por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tanto na absor¢do de P como de K (Figura 29 e Figura 30), foram observadas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre as modalidades. Os valores de
P absorvido oscilaram entre 0,42 (nas modalidades E e EM) e 0,71 mg P/planta (na
modalidade M). A absorc¢ao de K variou entre 7,15 (na modalidade EBM) e 11,39 mg
K/planta (na modalidade M). O substrato apresentava niveis muito elevados tanto de
P como de K assimildveis o que tera contribuido para que o papel dos microrganismos
na absorcao de P e K nao seja muito claro.
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Figura 29 - Valores médios por modalidade de absorcao de P (mg/ planta) no ensaio em viveiro. Letras diferentes
por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 30 - Valores médios por modalidade de absorcao de K (mg/ planta) no ensaio em viveiro. Letras diferentes
por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) na absor¢do de Ca e Mg
(Figura 31 e Figura 32) entre as distintas modalidades, com os valores mais elevados a
serem registados nas modalidades B (2,11 mg Ca/planta) e M (2,05 mg Ca/planta e
1,42 mg Mg/planta). O valor mais baixo ocorreu tanto para o Ca (1,16 mg/planta) como
para o Mg (0,47 mg/planta) na modalidade EM.
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Figura 31 - Valores médios por modalidade de absorcao de Ca (mg/ planta) no ensaio em viveiro. Letras diferentes
por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 32 - Valores médios por modalidade de absorcdo de Mg (mg/ planta) no ensaio em viveiro. Letras diferentes
por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Resumidamente, apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas, a
inoculacio de FMA e BFA isoladamente em substrato ndo esterilizado (M e B)
promoveu um aumento na absorc¢do de N, Ca e Mg pelas plantas. Contudo, tal efeito
benéfico das micorrizas ndo foi observado quando aplicadas em substrato esterilizado.

40



Fertilizacao de Alface (Lactuca sativa L.) em fase de viveiro com biofertilizantes:
Avaliacao da inoculacado de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de azoto nos parametros produtivos

6.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas do substrato

Como se pode observar pela Tabela 1, a composicao fisico-quimica do substrato no
final do ensaio em viveiro ndo mostrou diferengas significativas (p>0,05) entre as
diversas modalidades no que diz respeito aos valores de pH, M.O., P total P inorg., P org.
e Mg. Os valores de pH das diversas modalidades variaram entre 6,30 na modalidade E
e 6,54 na EM. A MO apresentou o valor mais baixo na EM (63,11%) e o mais elevado na
modalidade E (68,19%). O P Total variou entre 1210 na modalidade B e 1709 mg/kg
na modalidade T. O P inorganico apresentou o menor valor na modalidade E (705
mg/kg) e o mais elevado ocorreu na modalidade BM (1082 mg/kg) enquanto o P
organico variou entre 216 na modalidade BM e 666 mg/kg, na modalidade T. Os teores
de Mg, variaram entre 2,06 na modalidade BM e 3,52 g/100g em T.

Tabela 1 - Valores de pH, matéria organica (MO, g/100g), P total, organico e inorganico (mg/kg), Ca e Mg (g/100g)
observados no substrato dos diversos tratamentos no final do ensaio de producao de alface em viveiro. Letras
diferentes em cada coluna indicam diferencas estatisticamente significativas entre as modalidades pelo teste de
Tukey (p <0,05).

MOD pH (H20) MO (g/100g) | P Total (mg/kg) | Pinorg. (mg/kg) | Porg. (mg/kg) | Ca(g/100g) | Mg (g/100g)
T 6,39 + 0,04 66,47 £ 0,57 1709 + 135 1043 + 146 666 * 232 3,87+0,06a 3,52+0,27
6,39+ 0,03 66,92 + 1,34 1210 + 49 868 + 46 341+ 71 336+0,21a 2,28+0,37
M 6,31+ 0,03 66,57 + 0,85 1571+ 156 1030 + 66 542 + 136 391+0,14a 3,23+ 0,40
BM 6,51+0,03 67,16 £ 1,00 1298 + 195 1082 + 146 216 + 55 369+0,14a 2,06+0,19
E 6,30+ 0,01 68,19 + 0,68 1248 + 95 705 + 73 542 + 144 3,61+0,07a 3,13+0,51
EB 6,52+ 0,05 63,69 2,11 1318+ 194 859 + 77 458 + 208 3,27+ 0,28 ab 3,26+ 0,47
EM 6,54+ 0,10 63,11 £ 1,46 1340+ 112 756 + 132 585 + 134 2,54+0,05b 3,43+0,26
EBM 6,49 + 0,04 65,55 + 0,68 1262 +117 814 + 29 448 + 133 349+0,19a 2,64 0,04

Sig. p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05

Relativamente a CE (Figura 33) do substrato, foram observadas diferencgas
significativas (p< 0,001) entre o substrato esterilizado E (2,64 dS/m) e as restantes
modalidades (1,63 em BM e 2,08 dS/m em EBM). O substrato esterilizado E, sem a
inoculacdo de qualquer tipo de microrganismos, apresentou um maior valor da
condutividade elétrica, diferenciando-se dos restantes tratamentos, provavelmente
pelas altera¢des do microbioma do solo no momento da esterilizacdo. A diminuicdo de
microrganismos benéficos no substrato devido a esterilizacdo pode ter limitado a
absorc¢do ou metabolizacao de alguns ides, fazendo com que estes permanecessem em
maior quantidade no substrato. Por exemplo, a auséncia de FMA, importante para a
absorcdo de P, pode ter resultado nos valores mais elevados de condutividade elétrica
observados na modalidade E. Da mesma forma, a reducdao de microrganismos com
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capacidade de metabolizar e incorporar potassio e outros nutrientes no seu
metabolismo, pode ter levado a sua acumulagao no substrato esterilizado.
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Figura 33 - Valores da condutividade elétrica (CE dS/m) no substrato das diversas modalidades no final do ensaio.
Letras diferentes por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p
<0,05).

Relativamente ao fésforo assimilavel, como se pode observar pela Figura 34, as
modalidades nao esterilizadas apresentam valores significativamente maiores
(p<0,05), 1457 na modalidade T e 1689 mg/kg na modalidade B. Nas modalidades
esterilizadas os valores sdo significativamente menores e variam entre 1080 em EB e
1323 mg/kg na modalidade E. Os valores de P, assimilavel de todas as modalidades
apresentam um valor muito alto (Veloso et al.,, 2022).
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Figura 34 - Valores médios de P,0s no substrato das diversas modalidades no final do ensaio. Letras diferentes por
cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

No potassio assimilavel (Figura 35) foram observadas diferengas significativas
(p<0,05) entre as modalidades. A modalidade com inoculagdao com FM (EM) apresentou
um teor significativamente mais elevado (1921 mg/kg) do que as modalidades B (1449
mg/kg), T (1306 mg/kg) e M (1122 mg/kg). As restantes modalidades apresentaram
valores entre 1121 (M) e 1862 mg/kg (E). Em geral nao foram encontradas diferengas
significativas estas modalidades e as restantes.
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Figura 35 - Valores médios de K assimilavel no substrato das diversas modalidades no final do ensaio. Letras
diferentes por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

O substrato no final do ensaio apresentava valores tanto de P como de K
assimilaveis na classe de fertilidade muito alta (> 200 mg/kg Veloso et al, 2022) em

todas as modalidades.
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6.2. Ensaio em producao com alface

Os resultados relativos ao ensaio em vasos com a alface proveniente do ensaio em
viveiro que decorreu durante um més apresentam-se de seguida.

6.2.1. Producao e absorcao de nutrientes

Para a MV aérea (Tabela 2), observou-se diferenca significativa (p<0,05) apenas na
modalidade EM, com valor de 31,13 g, inferior as demais.

Para a MS aérea (Tabela 2), ndo foram verificadas diferencas significativas (p>0,05)
entre modalidades. Apesar disso, os valores de MS aérea variaram entre 2,59 g na
modalidade T e 2,93 g na modalidade BM.

Tabela 2 - Producdo de matéria verde (MV, g/planta) e matéria seca (MS, g/planta) da parte aérea no
final do ensaio de producao decorrido nos vasos Letras diferentes em cada coluna indicam diferencas
estatisticamente significativas entre as modalidades pelo teste de Tukey (p <0,05).

MOD MV aérea (g/planta) MS aérea (g/planta)
T 34,96 +2,91 ab 2,59 40,18
B 33,56 +3,08 ab 2,65 +0,19
M 35,98 +3,58 ab 2,68 0,21
BM 36,91 +3,44 ab 2,93 +0,19
E 35,3 43,49 ab 2,65 +0,28
EB 40,19 +3,93 a 2,91 0,21
EM 31,13+1,65b 2,74 +0,14
EBM 34,94 +3,02 ab 2,71 0,21
Sig. p<0,05 p>0,05

Relativamente a absor¢do de nutrientes no ensaio em produg¢do, apenas foram
encontradas diferencas significativas (p<0,05) entre modalidades na absor¢do de Ca
(Figura 36). Neste caso, a modalidade M (71,53 mg/planta) esteve associada a valores
superiores relativamente a modalidade EM (43,59 mg/planta).
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Figura 36 - Aporte de calcio (mg/kg) por planta nas diferentes modalidades. Letras diferentes por cima das colunas
indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Com excecao do Ca, ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) na
absorcdo de N, P, K e Mg pela planta (Tabela 3). Apesar de ndo terem sido evidenciadas
diferencas significativas entre modalidades nos valores aportados pelas plantas, tanto
no N (108,63 mg/planta), P (18,33 mg/planta) e no Mg (13,2 mg/planta), as maiores
médias foram registadas na modalidade M. Para os mesmos nutrientes, os valores mais
baixos foram registados na modalidade EBM para o N (71,77 mg/planta) e para o Mg
(9,39 mg/planta) e na modalidade B para o P (15,58 mg/planta). Por oposicao foi na
modalidade EBM que foram registados os valores mais altos de K (362,68 mg/planta),
sendo neste o valor mais baixo encontrado na modalidade E (291,19 mg/planta)

Tabela 3 - Valores médios de nutrientes absorvidos por plantas em cada uma

das diferentes modalidades.

Letras diferentes em cada coluna indicam

diferencas estatisticamente significativas entre as modalidades pelo teste de

MOD | N (mg/planta) P (mg/planta) K (mg/planta) Mg (mg/planta)
T 100,94 15,56 16,01 £1,13 295,04 33,81 10,7 +0,78
B 107,86 +9,59 15,58 +2,06 317,11 33,68 10,95 +1,15
M 108,63 +11,5 18,33 £1,47 315,95 +52,85 13,2 0,77
BM 99,53 7,11 17,69 £2,05 357,73 £23,67 12,32 1,69
E 87,14 +11,54 16,03 1,62 291,19 +32,98 9,59 +1,16
EB 95,21 +8,97 15,98 +1,56 356,64 +19,45 10,96 +0,87
EM 78,66 +7,22 16,41 0,38 321,61+9,73 9,74 +0,86
EBM 71,77 7,78 15,73 +1,83 362,68 £32,78 9,39 +0,67
Sig. p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Em sintese, a inoculacao de micorrizas em substrato ndo esterilizado (M) resultou
em maior absorcao de Ca em comparacao a modalidade EM. Para os outros nutrientes
avaliados, ndo houve diferenca significativa entre modalidades. Podemos assumir que
no ensaio em vasos ndao houve correlacdo positiva entre absor¢cdo de nutrientes e
producao de biomassa. Apesar da maior absor¢ao de N, P e Mg ter ocorrido na
modalidade M, a maior producdao de MV ocorreu na modalidade EB. Portanto, os
resultados sugerem que outros fatores, além da nutricdo, foram determinantes para a
produgdo de biomassa no ensaio de producao em vasos.
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6.2.2. Caracteristicas fisico-quimicas do substrato

Os resultados das andlises (Tabela 4 e Tabela 5), demonstraram que ndo existiram
diferencas significativas (p>0,05) nos teores de M.0O., P assimilavel (P20s), P organico,
P total e Mg. Os valores de M.O. variaram entre 74,1% na modalidade T e 77,0% na
modalidade BM. Em relagdo ao P20s, a modalidade BM (1223 mg/kg) apresentou o
valor mais baixo, enquanto que a modalidade EBM (1456 mg/kg) apresentou o mais
alto. Relativamente ao P organico, variaram entre 96 e 335 mg/kg, na modalidade B e
EB, respetivamente. O P total registou o valor mais baixo na modalidade EB (1039
mg/kg) e o mais elevado em EBM (1170 mg/kg). No Mg, foram registadas variacdes
percentuais entre 0,19% (B, BM e EB) e 0,22% (E e EM) na M.S.

No pH, foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre a modalidade B
(6,19) e EB (6,54). Os dados indicam que as BFA quando inoculadas em substrato
esterilizado exerceram uma alteragdo no pH, tornando-o menos acido, quando
comparado com a o substrato nao esterilizado inoculado com as mesmas.

Na C.E, foram evidenciadas diferencas significativas (p<0,05), entre a modalidade
BM (0,63 dS/m) e as modalidades EM (1,34 dS/m) e EBM (1,37 dS/m) que
apresentaram valores mais baixos, sem que existisse diferencas estatisticas entre as
duas ultimas. Estes valores da CE nao evidenciam problemas de salinidade no substrato
(Veloso et al., 2022).

No teor de N Total, ocorreram diferengas significativas (p<0,05) entre as
modalidades E (0,99 g/kg) e M (0,98 g/kg) que registaram os maiores valores, e a
modalidade EM (0,81 g/kg) que apresentou o menor valor.

O teor mais elevado de K20 foi de 3963 mg/kg em EM. Com diferencas
significativamente inferiores (p<0,05), as menores concentra¢des foram evidenciadas
nas modalidades EBM (3451 mg/kg), BM (2803 mg/kg) e EB (2731 mg/kg), sem
diferencgas estatisticas entre estas.

O teor de P inorganico ocorreu na modalidade M (1057 mg/kg) e foi a que
apresentou valores mais elevados. Foram observadas diferencas significativas da
anterior (p<0,05), para as modalidades BM (862 mg/kg), E (774 mg/kg), EM (726
mg/kg) e EB (703 mg/kg) e que registaram os valores mais baixos.

Relativamente ao Ca, destacaram-se as modalidades M (4,07 mg/kg), T (4,05
mg/kg) e E (3,99 mg/kg) que estatisticamente demonstraram as maiores médias
(p<0,05) na percentagem de Ca no substrato. As modalidades EM (3,37 mg/kg), EB
(3,22 mg/kg) e EBM (2,93 mg/kg), estatisticamente semelhantes, apesar de apresentar
teores mais baixos que as anteriores, foram estatisticamente superiores a modalidade
BM (2,49 mg/kg) que revelou ser a mais baixa de todas.
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Tabela 4 - Valores de pH, condutividade elétrica (CE, d5S/m), matéria organica (MO g/100g), N total (g/Kg), P205, K20
(mg/100g) na matéria seca do substrato nas diversas modalidades no final do ensaio de producédo de alface. Letras
diferentes em cada coluna indicam diferencas estatisticamente significativas entre as modalidades pelo teste de Tukey

(p <0,05).

MOD pH (H20) CE (dS/m) MO (g/100g) N total (g/kg) P20s (mg/kg) K20 (mg/kg)
T 6,31 +0,08 ab 1,09+0,12 ab 74,1+0,9 0,92 +0,02 ab 1293 £ 65 2860 + 64 ab
B 6,19+0,07 b 1,12 £ 0,07 ab 75,1+1,4 0,94 + 0,00 ab 1347 £ 35 3392 +£226 ab
M 6,27 £ 0,06 ab 1,18 £0,15ab 74,4+0,4 0,98+0,01a 1392 £ 52 3295+ 138 ab

BM 6,38 £ 0,04 ab 0,63+0,06 b 77,0+0,6 0,84+ 0,01 ab 1223 +48 2803 +102 b
E 6,46 £ 0,04 ab 1,12+ 0,07 ab 74,6 +0,2 0,99+0,03a 1386 + 35 3492 + 196 ab
EB 6,54 +0,05a 0,86 £ 0,07 ab 76,8+0,4 0,86 + 0,02 ab 1271+ 84 2731+79b
EM 6,31+0,03 ab 1,34+0,09a 76,4+0,4 0,81+0,02 b 1396 + 41 3963+130a
EBM 6,38 +0,03 ab 1,37+0,03 a 76,1+0,6 0,83 0,01 ab 1456 + 28 3451+45b
Sig. p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05

Tabela 5 - Valores de P total, organico e inorganico (mg/kg), Ca e Mg (g/100g) na matéria seca observados no substrato
dos diversos tratamentos no final do ensaio de producao de alface. Letras diferentes em cada coluna indicam diferencas
estatisticamente significativas entre as modalidades pelo teste de Tukey (p <0,05).

MOD P inorg. (mg/kg) P org. (mg/kg) P Total (mg/kg) Ca (% MS) Mg (% MS)
T 966 + 26 ab 174 + 48 1140+ 35 4,05+0,08a 0,20 £ 0,00
B 979 +48 ab 96 + 40 1075+ 38 3,87 £0,05 ab 0,19 £ 0,01
M 1057 +53 a 104 + 17 1160 + 44 4,07+0,11a 0,20 + 0,00

BM 862 +34 bc 182 +55 1044 + 22 2,49+£0,11 (d) 0,19 + 0,00
E 774 +18 c 297 £ 30 1071 +32 3,99+0,13a 0,22 +0,01
EB 703+30c 335+103 1039+73 3,22+0,18¢ 0,19 + 0,00
EM 726+32c 318+ 16 1044 + 46 3,37+£0,14 bc 0,22 +0,01
EBM 959 +31ab 210+48 1170 £ 56 2,93+0,16 (cd) 0,21+0,01
Sig. p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05
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6.3. Colonizacao das raizes por fungos micorrizicos arbusculares

A Tabela 6, mostra que no substrato nao esterilizado houve formacao de micorrizas
em todas as modalidades, observando-se um maior nimero de hifas nas modalidades
M e BM, ainda que sem diferencas significativas entre elas. De igual modo em todas as
modalidades esterilizadas se observou a colonizacao de FMA, mesmo em E e EB, o que
indica que a esterilizacdo do substrato ndo foi eficaz ou que houve contaminacgao
posterior. Também nas modalidades esterilizadas, as modalidades EM e EBM foram as
que apresentaram maior n.2 de observacgdes de hifas (p>0,05). As Figuras 37 a 40,
mostram algumas observacdes realizadas na avaliacdo da colonizagdo das raizes por
micorrizas.

Tabela 6 - Média de observacodes de hifas, vesiculas ou arblsculos em cada 5 observacdes nos ensaios em viveiro e
em producao. Letras diferentes por cima das colunas indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste
de Tukey (p <0,05). As letras dos grupos homogéneos em mailsculas, para facilitar a distincéo, referem-se ao
ensaio em producao e as que se encontram em minUsculas referem-se ao ensaio em viveiro.

MOD | Hifas Viveiro | Hifas Produgdo | Vesiculas Viveiro | Vesiculas Producdo | Arbusculos Viveiro | Arbusculos Producdo
T 2,8 0,3 bc 2,10,2 B 1,240,2 a 0,4 0,1 A 0,8+0,2a 0,0 +0,0 B

B 2,8 0,3 bc 3,2+0,2 AB 0,1+0,1ab 0,3 +0,1 AB 0,6 40,2 a 0,4+0,1A

M 3,0+0,2 bc 3,9+0,2A 0,2+0,1ab 0,3+0,1A 0,3+0,1ab 0,1+0,1AB

BM 3,3#0,3ab 2,2+0,2B 0,3+0,1ab 0,1+0,0AB 0,1+0,1b 0,0+0,0B

E 1,9 0,3 be 2,3+0,28B 1,3%0,3a 0,3+0,1AB 0,0+0,0b 0,2 0,1 AB

EB 1,4+0,3 ¢ 0,410,1C 0,0+0,0b 0,0 +0,0 B 0,0 0,0 b 0,0 +0,0 B

EM 3,5+0,3ab 1,940,288 0,4+0,1ab 0,1+0,0 AB 0,0+0,0b 0,0+0,0B

EBM 4,4+0,2a 2,5+0,28B 0,7 +0,2 ab 0,1+0,1AB 0,1+0,1b 0,4 0,1 AB

Sig. (p<0,05) (p<0,05) (p<0,05) (p<0,05) (p<0,05) (p<0,05)

A observacdo dos resultados obtidos relativamente a observacdo de vesiculas e
arbusculos sugere que os FMA nativos terdo uma cinética de colonizacao diferente que
os FMA inoculados. Na verdade, as modalidades testemunha dos dois grupos (T e E),
tendencialmente apresentam valores superiores de vesiculas e arbusculos
relativamente as restantes modalidades.

O desenvolvimento da colonizagdo por FMA em producdo foi semelhante ao
observado em viveiro nas diferentes modalidades. A modalidade que apresentou um
maior indice de colonizagao por hifas ao longo do tempo observado foi a M, que passou
de um valor médio de 3,0 para 3,9. A modalidade que registou o maior valor médio de
hifas foi a modalidade M (substrato ndo esterilizado + Micorrizas arbusculares) com
3,9 observacdes por segmento radicular, sendo significativamente superior as
restantes modalidades. Por outro lado, a modalidade EB (substrato esterilizado +
Bactérias fixadoras de azoto) apresentou o menor valor médio, com apenas 0,4 hifas
por segmento, indicando uma diferenca significativa em relacao as modalidades T e M.
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Apesar de ndo ser espectavel a observacao de hifas na modalidade EB, as mesmas
foram observadas.

Ja nas vesiculas, as modalidades T (substrato ndo esterilizado) e M (substrato nao
esterilizado + Micorrizas arbusculares) destacaram-se com os valores mais altos, 0,4 e
0,3 observagcdes em cada 5, respetivamente. A modalidade EB mostrou a menor
presenca de vesiculas, com um valor significativamente inferior de apenas 0,1 por
segmento radicular. Apesar de ndo ser espectavel a observacado de hifas na modalidade
EB, as mesmas foram observadas. Nos arbusculos, aqui, a modalidade B (substrato nao
esterilizado + Bactérias fixadoras de azoto) apresentou a maior contagem, com 0,4 +0,1
arbusculos por segmento, sendo significativamente superior as modalidades T, BM e
EM que ndo apresentaram arbusculos.

Apesar de ndo ser expectavel a observacao de hifas na modalidade EB, as mesmas
foram observadas. As modalidades, T, BM e EM, apresentaram uma auséncia total de
arbusculos.

Figura 38 - Observacao de micorrizas
(ampliacao 100X) Presenca de hifas externas
no segmento radicular.

Figura 37 - Observacao de micorrizas
(ampliacao 100X). Presenca de
vesiculas e arbusculos no segmento
radicular.

Figura 39 - Observacdo de micorrizas Figura 40 - Observacao de
(ampliacao 100X) Presenca exclusiva de micorrizas (ampliacao 100X)
vesiculas no segmento radicular. Presenca de hifas no interior do

cortex radicular.
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7. Discussao

Os resultados obtidos no ensaio viveiro, revelaram a influéncia significativa da
esterilizacdo do substrato e da inoculagdo com BFA e/ou FMA em diversos parametros
agronémicos.

No ensaio em viveiro, € possivel verificar que a esterilizagdo influenciou de forma
negativa a precocidade das plantas. As modalidades em substrato nao esterilizado
tiveram uma maior precocidade (em relacdo ao aparecimento da 42 folha verdadeira),
quando comparadas com as modalidades esterilizadas. Tal como descrito por Chaparro
etal (2012), o microbioma natural do solo mostrou ser um fator de extrema relevancia
no crescimento e desenvolvimento das plantas, ndo conseguindo ser substituido
apenas pelos microrganismos adicionados ao substrato.

Segundo Kumar et al. (2019) e Sumbul et al. (2020) a presenca de BFA promove o
crescimento das plantas. Esse mesmo resultado ficou evidenciado no ensaio em
viveiro. O crescimento das alfaces em viveiro evidenciou que a fertilizacdo com BFA em
substrato nao esterilizado foi a modalidade que induziu maior precocidade da 42 folha
expandida, fase de colocacao das plantas no mercado. No nosso ensaio também se
constatou que a inoculagdo de FMA em substrato nao esterilizado induziu a uma maior
precocidade em relacdo as demais modalidades com exce¢ao da modalidade B que
apresentou maior precocidade a 42 folha. Este resultado também foi encontrado por
Lowenfels (2021), que constatou que a presenga de micorrizas induz um aumento no
crescimento das plantas.

Antes de se discutir os resultados obtidos relativamente a producdo de biomassa
radicular, biomassa verde e seca, e a absorcao de nutrientes, deve-se entender que
todos estes parametros se encontram interrelacionados, uma vez que um maior
desenvolvimento radicular encontra-se tipicamente associado a uma maior absorc¢ao
de nutrientes que, por sua vez, potenciam o crescimento da parte aérea. Por
conseguinte, um maior desenvolvimento da parte aérea relaciona-se com uma maior
producdo de fotoassimilados, igualmente importantes para o crescimento e
desenvolvimento radicular.

Tanto na producdo de biomassa aérea (verde como seca) como na producdo de
biomassa seca de raizes das plantas do ensaio em viveiro, é possivel verificar que a
esterilizacdo, prejudicou negativamente estes trés parametros. Apesar de nao
existirem diferengas significativas entre modalidades realizadas em substrato nao
esterilizado, as modalidades inoculadas isoladamente com FMA e BFA, foram as que
demonstraram maiores taxas de producdo. Em contrapartida, ainda que sem
diferencas significativas das anteriores, estes microrganismos quando inoculados em
conjunto demonstraram originar menores produgoes, sugerindo antagonismo ou um
maior dispéndio de energia por parte da planta quando estes microrganismos sao
aplicados em conjunto.
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Para além de afetar a negativamente a precocidade, a esterilizagdo teve também um
efeito negativo nos parametros de crescimento da alface. Estes foram
significativamente menores nas modalidades com substrato esterilizado. Observou-se
que a inocula¢do de FMA e/ou BFA nao conseguiu reverter esta limitacdo resultante da
esterilizacao.

bY

Relativamente a produ¢do de MS da raiz, o resultado obtido sugere que num
ambiente esterilizado a inoculacdo das micorrizas tende a aumentar a biomassa
radicular. O efeito positivo das micorrizas sobre a biomassa radical foi também
observado em ensaios realizados por Oliveira et al. (2021).

No substrato nao esterilizado, foram as modalidades com inoculagio de FMA
(modalidade M) que apresentaram uma absorcao significativamente superior de N, P,
K, Ca e Mg, bem como nos teores foliares de N, P, Ca e Mg. Isto evidencia o efeito
benéfico das FMA na nutricao da alface quando aplicadas em substrato nativo. Os FMA
potencializam a absorcdo de nutrientes pelas raizes via hifas externas, aumentando a
superficie de contato das raizes com o substrato bem como o volume de substrato
explorado (Angulo-Bejarano, Puente-Rivera e Cruz-Ortega, 2021; Cheng e
Baumgartner, 2004).

J& no substrato previamente esterilizado, a inoculacdo de FMA e/ou BFA
(modalidades E, EB, EM e EBM) nao resultou em aumento consistente na absorg¢ao de
nutrientes ou parametros de crescimento em relacdo a testemunha esterilizada (E).
Pelo contrario, inoculagdo de FMA em substrato esterilizado (modalidade EM)
frequentemente apresentou os menores valores de absorcdo e teores foliares de
nutrientes.

Uma vez mais o resultado sugere que a esterilizacdo eliminou microrganismos
essenciais para o estabelecimento e funcionamento eficiente da simbiose micorrizica,
anulando o efeito benéfico das FMA quando introduzidas nesse ambiente.

Em ensaios realizados por Behl et al. (2003) com inoculacdo conjunta de BFA
(Azotobacter chroococcum) e FMA (Glomus fasciculatum) em trigo (Triticum spp.)
observou-se que estes microrganismos originaram maior absorc¢do de nutrientes (em
especial azoto e calcio) e por consequéncia estiveram associados a um maior
crescimento das plantas. Os dados obtidos no nosso ensaio demonstraram resultados
opostos, observando-se que os tratamentos com maior absor¢ao de nutrientes em
substrato nao esterilizado, foram aqueles que incluiam a inoculagio de BFA e FMA
isoladamente. Esta inoculacao isolada resultou numa maior taxa de absorcdo de
nutrientes, quando comparada com a testemunha (modalidade T), o que podera
justificar a precocidade observada nas modalidades B e M. De facto, o N é fundamental
nas primeiras fases do desenvolvimento das plantas, uma vez que ele entra na
constituicao dos acidos nucleicos e dos aminoacidos enquanto o calcio é essencial para
o desenvolvimento das paredes e membranas celulares (White, 2003). Deste modo,
uma melhor nutricdo das plantas, em particular nestes nutrientes, podera estar
relacionada com o aumento da precocidade observada.
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Segundo Ortas (2003), os FMA também a tendem a aumentar a absorc¢ao de K pelas
plantas. Os resultados deste ensaio mostram que a inoculacao isolada de FMA em
substrato esterilizado (modalidade EM) esteve associada a teores mais elevados de K
no substrato quando comparada com a inoculacdo das mesmas em substrato ndo
esterilizado (modalidade M), o que parece significar que nessas modalidades houve
uma menor absor¢do de K o que é confirmado pelos valores da absor¢do. Umas das
funcbes de K na planta é a de promover o carregamento do floema com os
fotoassimilados necessarios para o crescimento da planta. Assim, as modalidades com
maior absor¢do de K também estiveram associadas a valores mais elevados de
producdo. Relativamente ao P ele é um macronutriente essencial para o crescimento e
desenvolvimento das plantas (Wang, Chen e Wu, 2021), e desempenha papéis cruciais
na estrutura e fungdo de macromoléculas, na regulacdo da carga elétrica de membranas
e na producdo de energia metabdlica nas células (Marschner e Marschner, 2012).
Relativamente ao P assimilavel, a esterilizagdo esteve geralmente associada a uma
menor disponibilidade deste nutriente. Este resultado ressalva e vai em linha com o
descrito por Wu et al. (2019) salientando a importancia dos microrganismos no
fornecimento deste as plantas. Segundo este, o0 microbioma nativo desempenha um
papel fulcral na disponibilizagdo do P do solo.

Globalmente verificou-se que o aumento no crescimento das plantas nas
modalidades nao esterilizadas dever-se-a a uma absorc¢ao superior de N, P, K, Ca e Mg,
apesar de em diversos casos tal ndo se ter traduzido em diferencas estatisticamente
significativas.

Como jareferido quando se inocularam simultaneamente BFA e FMA a absorgao de
nutrientes decresceu o que esta relacionado com a produg¢do de menor biomassa aérea
e radicular, como observado nestas modalidades.

A andlise dos fragmentos radiculares revelou a colonizagdo dos FMA em todas as
modalidades mesmo nas esterilizadas e sem inoculacdo. Este facto poderia indicar
ineficacia da esterilizacdo. No entanto os resultados obtidos no desenvolvimento da
alface, indicam diferencas claras entre as modalidades onde o substrato nao foi
esterilizado e as restantes, por exemplo, na producao de biomassa, o que da a entender
que a esterilizacdo terd inativado pelo menos uma parte significativa do microbioma
do substrato. Outras razdes possiveis para a presenca de FMA poderao ser a existéncia
no substrato de fungos/esporos mais resistentes a inativacdo ou uma posterior
contaminacao.

Os elevados teores de nutrientes no substrato utilizado, em particular de N, P, K, Ca
e Mg, poderao também relacionar-se com o facto de nao se ter observado um efeito
claro das inoculacdes com FMA e BFA. De facto, os FMA associam-se a uma maior
absorcdo de nutrientes pelas plantas, especialmente de P. Como o substrato
apresentava ja teores bastante elevados de nutrientes, os beneficios da colonizacao
com FMA para a planta foram em grande parte diminuidos. Em alguns casos, a
colonizacdo pode até ser prejudicial, uma vez que a planta fornece fotoassimilados ao
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fungo sem um acréscimo significativo na absorcdao de nutrientes. Algo semelhante
podera ter ocorrido com as BFA, pois as andlises ao substrato revelaram concentragdes
elevadas de nutrientes.

No que respeita ao ensaio em producdo as diferencas observadas entre
modalidades nao sido tio evidentes como as observadas em viveiro. Ainda assim, a
inoculacdao com FMA em substrato esterilizado associou-se a uma menor producdo de
MV da parte aérea, especialmente em comparagdo com a inoculacdo de BFA no mesmo
tipo de substrato. Similarmente, ndo se observaram diferencas assinalaveis entre
modalidades na absor¢ao de nutrientes. A absorcdao de Ca foi uma exce¢do a esta
tendéncia, uma vez que a maior absor¢do deste nutriente ocorreu com a inoculagao de
FMA em substrato ndo esterilizado, quando comparada ao esterilizado.

As caracteristicas fisico-quimicas do substrato no ensaio de produc¢do nao
evidenciaram uma tendéncia clara entre parametros e modalidades. Foram
encontrados alguns efeitos pontuais, como um aumento de pH associado a inoculagao
de BFA em substrato esterilizado, e valores mais elevados de pH nas modalidades
inoculadas conjuntamente com FMA e BFA em substrato esterilizado, quando
comparadas a inoculagdo conjunta destes dois grupos de microrganismos em substrato
ndo esterilizado. Importa salientar que no ensaio em produgao, na modalidade BM
verifica-se uma menor CE, que de acordo com Méndez-Cifuentes et al. (2023) podera
resultar de uma reduzida disponibilidade de ides no solo devido a interagao biolégica
ou a absorc¢do de nutrientes por parte das plantas. Nesta situa¢do, podera ter ocorrido
uma sinergia entre as micorrizas arbusculares e as bactérias fixadoras de azoto, no que
respeita a absorcao de nutrientes pelas plantas, quando inoculadas em substrato nao
esterilizado.

Em resumo, no ensaio em producgao os resultados obtidos deverao ser reavaliados
com um ensaio no solo uma vez que s6 assim se pode observar o comportamento das
modalidades em condi¢bes reais.
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8. Conclusoes

Nos ensaios efetuados, observou-se em geral, um efeito benéfico quer da inoculagao
com BFA quer com FMA na precocidade, na biomassa e na absorc¢do de nutrientes pela
cultura da alface. Uma maior precocidade da alface é relevante na fase de viveiro pois
permite, além de uma colocagdo no mercado mais rapida, uma maior producdo por
campanha. Dessa forma, seria interessante realizar em complemento um estudo
associado ao impacto econdmico da utilizacao destes biofertilizantes na fase de viveiro.

Em alguns casos observou-se um efeito negativo da inoculacdo combinada de BFA
e FMA, que podera ter ocorrido devido a competi¢cdo por fotoassimilados durante as
fases iniciais do desenvolvimento das plantas. No entanto, sdo necessarios estudos
mais aprofundados e prolongados para se compreender os mecanismos por de tras
deste aparente antagonismo.

Os ensaios demonstraram também que o microbioma nativo é essencial e
insubstituivel para a expressdo plena do efeito positivo observado pela aplicacao
destes biofertilizantes na cultura da alface.

O estabelecimento de ensaios em produc¢do em solos com propriedades distintas
sera fundamental para melhor compreender o papel do microbioma nativo e os efeitos
dos biofertilizantes em condig¢des reais.
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