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RESUMO

Neste estudo realizaram-se dois ensaios experimentais em vaso com alface (Lactuca
sativa L.) de forma a compreender o contributo das micorrizas arbusculares na sua
produtividade no modo de producdo biolégico. No primeiro, avaliou-se a colonizacao
micorrizica das raizes das alfaces relacionando-a com o tipo de solo, a dose de adubo, a
producdo de alface e o teor de nutrientes nas folhas e nas raizes. No segundo ensaio
avaliou-se a producédo da alface e a absorgdo de nutrientes em funcdo da aplicacdo de
fosfato de Gafsa em plantas micorrizadas e ndo micorrizadas. Ambos 0s ensaios foram
conduzidos segundo um delineamento experimental com dois factores, tipo de solo
(solo de agricultura biolégica e solo de agricultura convencional) e adubo orgéanico
Phenix com trés niveis de aplicacdo (0, 2 e 4 t ha™) no primeiro ensaio; indculo
micorrizico com dois niveis (plantas inoculadas e ndo inoculadas) e fosfato de Gafsa

com trés niveis (0, 100 e 200 kg P,Os ha™) no segundo ensaio.

No primeiro ensaio a produgdo da alface diminuiu com a aplicagéo de doses crescentes
de Phenix, devido a sua elevada CE e elevado teor de N-NH,", mas foi superior
(p <0,05) no solo biolégico em comparagdo com o solo convencional. A percentagem
de raiz colonizada também foi superior (p <0,05) nas alfaces produzidas em solo
bioldgico. No entanto, diminuiu com a aplicagdo de doses crescentes de adubo pelo que
0 seu contributo para a produtividade das alfaces terd sido muito reduzido. No segundo
ensaio a aplicacdo de doses crescentes de fosforo resultou em aumentos significativos
da producdo de alface. No entanto, ndo se verificaram diferencas significativas entre as
alfaces inoculadas e as ndo inoculadas. Contudo, com a aplicacdo da maior dose de
fosforo (200 kg ha™) o peso seco das folhas e o peso fresco das raizes das alfaces
inoculadas diminuiu (p <0,05) comparativamente as alfaces ndo inoculadas o que sugere
um possivel efeito inibidor da fertilizacdo na accdo benéfica dos fungos micorrizicos

arbusculares.

Palavras chave: solo bioldgico, micorrizas arbusculares, matéria organica, azoto e

fésforo



ABSTRACT

Two pot experiments were carried out in organic agriculture in order to understand the
effect of arbuscular mycorrhiza in lettuce (Lactuca sativa L.) yield. In the first
experiment the percentage of root colonization by AM fungi was evaluated and
correlated with the type of soil, organic fertilizer rates, lettuce yield and nutrient
contents in shoots and roots. In the second experiment the lettuce yield and nutrient
uptake were correlated with the application of P in AM-inoculated and non AM-
inoculated lettuces. In both experiments the experimental design included a combination
of two factors: soil (from organic and from conventional agriculture) and organic
fertilizer Phenix (0, 2 and 4 t ha™) in the first experiment; mycorrhizal inoculation
(mycorrhizal and non-mycorrhizal lettuces) and natural phosphate (0, 100 and 200 kg

P,Os ha) in the second one.

In the first experiment the lettuce yield decreased with high rates of organic fertilizer
because its conductivity and content of N-NH,* was very high. However, the lettuce
yield was higher in the organic soil. The root colonization was also higher (p <0,05) in
the organic soil. However, it decreased with high rates of organic fertilizer, so the
organic fertilizer did not contribute to increase the lettuce productivity. In the second
experiment high rates of P increased lettuce yield, however there were no differences
between mycorrhizal and non-mycorrhizal lettuces. The application of high P rate (200
kg ha™) decreased the dry weight of shoots and the fresh weight of roots in mycorrhizal
plants compared to non-mycorrhizal plants. This suggests a negative effect of P in the

contribution of FMA for the lettuce fertilization.

Key-words: organic soil, arbuscular mycorrhiza, organic matter, nitrogen, phosphorus.
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1. INTRODUCAO

1.1 A agricultura biolégica e a agricultura convencional

Actualmente 16 a 40% da superficie agricola mundial encontra-se degradada devido a
aplicacdo elevada de fertilizantes minerais de sintese e pesticidas aliada a um elevado grau de
mecanizacdo e irrigagdo (Chappell et al., 2011). Estas préticas, tipicas da agricultura
convencional (AC), tém um impacto muito forte nas comunidades de macro e
microrganismos do solo, destruindo o seu habitat e modificando as suas fungdes. O solo,
através da sua rede de poros providencia o meio fisico ideal para uma enorme diversidade de
microrganismos, no entanto, tem-se verificado que o uso de produtos quimicos de sintese,
para aumentar a fertilidade mineral do solo, modifica o equilibrio natural do ecossistema
edafico devido a uma destruicdo do meio fisico e a diminuicdo de diversidade bioldgica em
virtude da adicdo de nutrientes além dos que as plantas podem absorver, e assim, poluindo o
solo (Kibblewnhite et al., 2008), contribuindo para a diminuicdo do nimero de espécies e para
a contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas (Lampkin, 2001). O equilibrio entre a
quantidade de carbono (C) no solo e a mineralizacdo de C é posto em causa devido a menor
incorporacdo de matéria organica (MO) no solo e a elevada mecanizagdo que provoca perdas
acentuadas de C. Por outro lado, a diminuicdo de MO esta directamente relacionada com a
perda da capacidade de troca catidnica o que diminui a capacidade do solo de reter os
nutrientes (Kibblewnhite e tal., 2008).

A agricultura biolégica (AB) é uma alternativa a AC, através de técnicas de producdo que
incrementam a actividade bioldgica no solo e desenvolvem processos menos artificiais de
producdo (Chappell et al., 2011). Estes autores referem que os métodos de AB tém grande
potencial em explora¢des agricolas de pequena dimensdo, melhorando a fertilidade do solo. A
maior eficiéncia de producdo em exploracbes agricolas de pequena dimensdo deve-se a
diversidade de culturas, ao uso mais eficiente da irrigacdo, a maior qualidade laboral e de

supervisdo e ao menor uso de meios de producdo externos (Chappell et al., 2011).

Convencionalmente a agricultura é uma actividade cujo objectivo é a producao de alimentos.
No entanto, a sociedade requer outros servigos tais como um fornecimento de &gua de boa
qualidade, alimentos saudaveis e a reducdo da emissdo de gases de efeito de estufa. Neste
contexto, é urgente implementar uma agricultura sustentavel de modo a garantir que estes
servigos prestados pelo ecossistema agricola sejam conservados para as futuras geragdes. A

FAO (2000) refere que a maior qualidade dos produtos no modo de producdo bioldgico



(MPB) cria um potencial de mercado por garantirem uma maior seguranga alimentar, serem

mais aromaticos e saborosos e serem produzidos com menor impacto ambiental.

1.2 A fertilidade do solo em agricultura bioldgica

1.2.1 A agricultura bioldgica e a actividade biolégica do solo

A agricultura bioldgica é um sistema de producdo que se baseia na sustentabilidade da saude
dos solos e dos ecossistemas (IFOAM, 2007). A fertilidade do solo no MPB baseia-se na
actividade biologica do solo (Silguy, 1994). O teor de MO do solo, 0s microrganismos
decompositores, as populacdes de Rhizobium sp. e de fungos micorrizicos relacionados com a
nutricdo das culturas e outros que podem suprimir 0s microrganismos patogénicos e ter
utilizacdo na proteccdo das culturas (Mouréo, 2007), tém um papel fundamental na qualidade

do solo e nos produtos no MPB.

Os microrganismos modificam a estrutura do solo agregando particulas minerais e
constituintes organicos do solo. Os processos bioldgicos do solo incluem: (i) transformacéo
de C através da decomposi¢do da MO, (ii) o ciclo dos nutrientes, por exemplo do azoto (N) e
do fosforo (P), (iii) a manutencdo da estrutura fisica do solo e (iv) a regulacédo bioldgica do
solo, ou seja a competicdo entre os varios microrganismos de modo a estabelecer um
determinado equilibrio. A decomposicdo da MO é a fonte energética para a actividade
microbiana a qual depende do tipo de cultura instalada e da MO incorporada no solo
(Kibblewhite et al., 2008). O solo € um sistema integrado, pois a inducdo de uma alteracédo
numa funcdo do solo altera a dindmica das restantes. Por exemplo, diminuindo o teor de MO,
a populacdo microbiana diminui devido a menor quantidade de energia disponivel, tendo
implicacdes na sanidade do solo, pois a competicdo entre 0s microrganismos diminui. Para
além do C os ciclos do N e do P alteram substancialmente a dindmica do solo, incluindo a
producdo agricola. Quando a necessidade em N e P dos microrganismos é superior a
disponibilidade destes elementos no solo, a funcionalidade do solo altera-se, diminuindo os
nutrientes disponiveis para as plantas (Mengel, 1996). A mobilizacdo do solo também
influencia as populagdes microbianas. Kibblewnhite et al. (2008) referem que na rede trofica
dos sistemas sem mobilizacdo do solo o papel dominante da decomposicéo primaria da MO é
dos fungos e minhocas. Por outro lado, nos sistemas com mobilizagdo convencional do solo
sdo as bactérias que assumem maior importancia como primeiros decompositores. A fungéo

dos fungos e minhocas de fragmentar a MO é substituida pela mobilizacdo do solo que



também redistribui os residuos organicos e aumenta a area de colonizacdo bacteriana e 0

arejamento do solo favorecendo a decomposi¢éo mais rapida e completa da MO.

1.2.2 Técnicas de agricultura biologica

As técnicas de AB tém como finalidade incrementar a biodiversidade no solo, através da
incorporagdo da MO, melhorando a sua qualidade (Reeves, 1997) e por outro lado,
disponibilizando os nutrientes, através da mineralizacgdo da MO, no periodo de maior

necessidade das culturas (Brito et al., 2007).

O teor de matéria organica é fundamental para avaliar a qualidade do solo (Reeves, 1997) e
varios autores referem o aumento de producdo com a incorporacdo de MO (Gent, 2002;
Manojlovic et al., 2009). A disponibilidade de nutrientes para as culturas depende do tipo de
MO incorporada. A MO do composto é mais facilmente retida no solo por se encontrar
parcialmente humificada (Drinkwater et al, 1998), ao contrario dos adubos verdes. Os
compostos maturados sdo mais lentamente mineralizados, sendo necessario aplicar maior
quantidade de MO para disponibilizar N de modo a alcangar produtividades elevadas (Sikora,
1998). Um composto mal maturado podera libertar maior quantidade de N, mas por outro lado
causar a imobilizacdo do N mineral pelos microrganismos decompositores e efeitos adversos
no crescimento das plantas jovens (Brito, 2001). A sideracdo apenas com leguminosas pouco
contribui para o teor de himus do solo, porque as plantas jovens sdo rapidamente
mineralizadas, mas contribui para disponibilizar N e outros nutrientes. A libertacdo de N
depende do balango entre a mineralizacdo e a imobilizacdo de N pelos microrganismos que
esta relacionada com a relacdo C/N. Material verde e jovem de relacdo C/N inferior a 20
decompde-se rapidamente e liberta mais nutrientes para a cultura seguinte, pelo contréario
guanto maior a relacdo C/N mais N é retido pelos microrganismos e menos fica disponivel
para a proxima cultura. Assim, apds a incorporacdo de um adubo verde de baixa razdo C/N, a
cultura seguinte deve ser imediatamente instalada, e ap6s a incorporacdo de um adubo de

elevado C/N, a cultura seguinte deve ser instalada um més depois (Baggs et al., 2000).

No MPB a adubacdo mineral é complementar da fertilizacdo organica, excepto no que se
refere ao N, o qual, ndo pode ser aplicado através de adubos minerais. Nos solos do NW de
Portugal a caréncia que mais frequentemente justifica a adubagdo mineral é a de fosforo,
sendo normalmente usado o fosfato natural macio oriundo de Gafsa, na Tunisia. A adubacgéo
potassica, sobretudo para culturas exigentes neste elemento, é realizada com o sulfato de

potassio e magnésio (Ferreira et al., 2009).



No NW de Portugal os solos séo &cidos, sendo necessario proceder a correcc¢do da reac¢do do
solo. Os correctivos alcalinizantes usados em AB sdo os calcarios simples e magnesianos e o
lithothamne oriundo das algas Lihothamnium calcareum e L. corallioides. O aumento de
fertilidade do solo resultante da correc¢do do solo € devido ao incremento da disponibilidade
de P e principalmente a diminuicdo da solubilidade do aluminio que é toxico para as plantas
(Cifu et al., 2004).

No MPB prevalece a incorporacdo da MO a superficie do solo com mobilizacéo reduzida e
superficial. A mobilizacdo intensiva do solo aumenta o arejamento do solo, sendo responsavel
por taxas elevadas de mineralizacdo e diminuicdo de C, por exemplo Drinkwater et al. (2000)
referem que a mobilizagcdo com charrua ou grade de discos areja muito o solo e contribui para

0 aumento da mineralizacdo da MO durante os primeiros tempos da cultura do milho.

A rotacdo de culturas € uma pratica agricola no MPB que possibilita uma melhor utilizacdo
da agua (pois a exploracdo do solo pelas raizes assim como as necessidades hidricas variam
com as culturas), dos nutrientes minerais do solo, um menor risco de incidéncia de pragas e
doencas, um controlo preventivo de infestantes e uma maior diversidade de produtos
horticolas disponiveis (Mourdo, 2007). O aumento de producdo em rotacGes durante varios
anos com pastagens esta relacionado com a melhoria das propriedades fisicas do solo devido
ao aumento da MO (Bullock, 1992). Por outro lado, rotagbes curtas como, por exemplo,
milho e soja levam a uma degradacéo lenta das propriedades fisicas do solo e a diminui¢édo da
MO. Pensa-se que o aumento de producdo nas rotacdes em relacdo a monocultura esta
relacionado com um aumento dos organismos patogénicos do solo em monocultura (Bullock,
1992).

1.3 A influéncia da matéria organica na qualidade do solo

A qualidade de um solo corresponde a sua capacidade de aceitar, armazenar e reciclar agua,
nutrientes e energia. Como a MO influencia as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do
solo, tem um papel determinante na sua qualidade, na sua estabilidade face a variagdes nas
condi¢cdes ambientais e na sua capacidade de recuperar de perturbacbes severas (Varennes,
2003).

A MO representa usualmente 1 a 6% da matéria seca total da camada aravel de um solo
mineral (Varennes, 2003) mas a sua quantidade no solo depende da aplicacdo de materiais
organicos e respectivas taxas de decomposicao e mineralizacao, da textura do solo e do clima.

Estes factores juntamente com o tipo de solo e sistema agricola determinam a estabilidade da
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MO que é maior num solo argiloso do que num solo arenoso, € maior num solo com prado
permanente do que num solo cultivado (Johnston et al., 2009). A gestdo da MO em AB,
principalmente através de prados temporarios, assegura uma boa estrutura do solo e
incrementa a actividade biologica, melhorando a disponibilidade de nutrientes, a saude e a
produtividade das culturas e dos animais. A nutricdo das culturas depende fortemente da
incorporacédo de leguminosas, para aumentar o N no solo, bem como de compostos e residuos

das culturas de forma a garantir a reciclagem dos nutrientes (Watson et al., 2002).

Yilmaz et al. (2010) referem que a incorporacdo de MO no solo afecta as suas propriedades
quimicas. Estes autores verificaram um aumento do pH, da capacidade de troca catidnica, e da
condutividade eléctrica apds a aplicacdo de estrume de bovinos hum solo pobre em MO. A
MO também constitui uma importante reserva de nutrientes e a sua incorporacao contribui
para 0 aumento do teor de N total (Bayu et al., 2006; Yilmaz et al., 2010), e também de P e
potéssio (K) (Zaller et al., 2004). Quanto as propriedades fisicas verificou-se que a aplicacdo
de estrume diminuiu a densidade aparente (Yilmaz et al., 2010) e aumentou a capacidade de
retencdo de agua (Benbi et al., 1998; Bayu et al., 2006). Mamman et al (2007) referiram que o
aumento de MO no solo diminui a compactacdo do solo facilitando a germinacdo e o
crescimento das raizes das culturas. Evanylo et al. (2008) também verificaram uma melhoria
na estrutura do solo que se reflectiu na diminuicdo de N e de P perdidos por escoamento
superficial apds a aplicacdo de composto ao longo de trés anos. A adicdo de MO de facil
decomposicdo como residuos das culturas, estrumes e chorumes aumenta a estabilidade dos
agregados pela presenca de moléculas polissacaridicas de origem microbiana e pelo
crescimento dos fungos do solo cujos micélios extensos unem os microagregados (Varennes,
2003). As propriedades bioldgicas do solo como a biomassa microbiana e a actividade
enzimatica também sdo beneficiadas pela incorporacdo de estrume nos solos (Zaller et al.,
2004; Gaofei et al., 2009) assim como as diferentes populacdes de minhocas (Zaller et al.,
2004). A diversidade bioldgica é indicadora da qualidade de um solo pois confere estabilidade
ao solo e estd associada a uma diversidade funcional. Embora cada uma das reaccfes
bioquimicas que ocorrem no solo possam ser realizadas por muitos organismos diferentes,
alguns processos sdo realizados apenas por algumas espécies, como é o caso da nitrificacdo
realizada por nitrosomonas e nitrobactérias ou o estabelecimento de bioporos por minhocas
pelo que estas espécies sdo consideradas espécies fundamentais na avaliacdo da qualidade de
um solo (Mills et al., 1993).



1.4 A mineralizagdo da MO e a disponibilidade de nutrientes

A taxa de mineralizacdo da MO é determinada pela qualidade dos residuos, pela actividade
biolégica do solo e pelo clima. A mineralizacdo € mais rapida em solos com uma boa
estrutura, favoravel ao arejamento e permeabilidade e com temperaturas entre 25-35 °C,
condi¢Bes para as quais a actividade da maior parte dos organismos do solo é maxima
(Briggs, 2002; Varennes, 2003). A textura do solo também condiciona a mineralizagdo pois as
argilas formam complexos com as particulas humicas (complexos argilo-himicos). Nos solos
com maior teor de argilas o contacto entre os residuos e 0s microrganismos € menor o que
reduz a mineralizacdo do C e do N e estabiliza a MO (Briggs, 2002; Amlinger et al., 2003) e
porque 0 arejamento € menor que nos solos arenosos. A razdo C/N e o teor de lenhina e
polifendis determina a qualidade dos residuos (Varennes, 2003). De um modo geral, quanto
menor a razdo C/N mais rapida é a mineralizacdo e a libertacdo de N. Em alguns casos a razéo
C/N nem sempre reflecte a acessibilidade do C e do N a populagdo microbiana. Por exemplo,
0s compostos tém uma baixa relacdo C/N mas como sdo humificados e estaveis a sua
mineralizacdo é lenta (Briggs, 2002). A lenhina € uma substancia complexa e poucos
organismos a conseguem degradar sendo a sua decomposicdo lenta e feita sobretudo por

fungos lenholiticos (Varennes, 2003) como os Basidiomicetas.

Apenas uma pequena percentagem do N organico total do solo é facilmente mineralizado. A
mineralizacdo do N consiste huma sequéncia de processos enzimaticos para 0s quais a
biomassa microbiana viva fornece enzimas e a biomassa microbiana morta constitui o
substrato (com compostos proteicos e polimeros de agucares aminados) com uma baixa
relacdo C/N. As entradas de C e N no solo incluem a MO incorporada, o0 C organico das
raizes das plantas, o N; assimilado pelas leguminosas e o N depositado a partir da atmosfera.
Se por um lado o N orgéanico do adubo verde mineraliza por acgdo dos microrganismos, por
outro lado, estes imobilizam o N inorgéanico durante a degradagéo da palha. A boa gestdo da
incorporacdo destes diferentes tipos de MO permite um uso eficiente do solo e uma boa

fertilizacdo azotada (Mengel, 1996).

Para além do N inorganico tem-se verificado que as plantas também sdo capazes de absorver
N organico presente no solo na forma de aminoacidos (N&sholm et al., 2008). Este N
encontra-se em concentracdes semelhantes ou até superiores as do N inorgénico devido a
rapida hidrolise das proteinas do solo (Kielland et al., 2007). Esta actividade proteolitica
deve-se a exsudacdo de proteases pelos microrganismos, fungos micorrizicos e raizes das

plantas (Schmidt et al., 2003; Godlewski & Adamczyk, 2007). Vérios estudos indicam ndo so
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a presenca de transportadores de aminodcidos, tanto em fungos micorrizicos como em raizes
de plantas, mas também uma eficiente utilizagdo metabolica do N absorvido. No entanto, a
absorcéo de aminoacidos pelas plantas e a sua importancia na nutri¢cdo das plantas continua a

ser alvo de discussdo (Nasholm, 2008).

O P proveniente da MO contribui para a nutricdo das plantas mas a sua importancia depende
das condicdes edafo-climaticas que determinam a mineralizagdo da MO (Varennes, 2003). O
teor de P solavel no solo pode ser influenciado pelos &cidos orgénicos (Adler, 2003) que
competem com os locais de adsor¢do de P na matriz do solo (Varennes, 2003). Por sua vez, 0s
acidos organicos variam com a maturacdo dos compostos e a aplicacdo de compostos mal
maturados favorece o teor de P solivel no solo (Adler, 2003). A aplicacdo de estrume
(Eghball, 2005) ou de composto (Sikora, 2005) favorece a disponibilidade de P sendo a sua
absorcdo pelas plantas equivalente a dos fertilizantes quimicos de sintese em solos pobres em
P. O P é de todos os macronutrientes aquele que se encontra em niveis mais baixos na solucéo
do solo e a sua absorcéo depende da sua difusdo no solo a uma pequena distancia da raiz, dai
a importancia das micorrizas que permitem que as plantas explorem um maior volume de solo
(\Varennes, 2003).

O K é normalmente o mais abundante de todos os nutrientes no solo encontrando-se presente
nas plantas em valores semelhantes ao de N (Varennes, 2003). Cerca de 98% do K total do
solo encontra-se nos feldspatos potassicos e nos filossilicatos (Andrist-Rangel et al., 2010).
Solos jovens e ricos em argila sdo bons fornecedores de K ao contrario de solos grosseiros e
arenosos ou organicos onde o K se tem tornado um elemento critico (Oborn et al., 2005). A
fixacdo de K é favorecida com a calagem dos solos pois aumenta a capacidade de troca
catidnica e os solos com maior poder tampao favorecem a disponibilidade do K em solucéo
uma vez que, sendo o K um dos principais catides de troca, a sua diminui¢do na solucdo em

consequéncia da absorcdo pelas plantas é reposta facilmente nestes solos tendo em conta o
equilibrio entre os catides de troca. Ao contrario do N e do P, o K fica imediatamente

disponivel quando os organismos morrem e ha rotura das células, ndo sendo necessaria a

mineralizacdo (Varennes, 2003).

O célcio (Ca) e o magnésio (Mg) sdo minerais antagonistas do potassio pois competem com
ele nos complexos de troca influenciando a sua disponibilidade para as plantas (Lin, 2011). A
MO do solo constitui uma fonte secundaria destes nutrientes através da mineralizagdo ou da

rotura das células pois o fornecimento de Ca e Mg as plantas € sobretudo a partir dos minerais



do solo (por exemplo calcarios e gesso ricos em Ca e dolomite e minerais argilosos ricos em
Mg) ou através da calagem dos solos &cidos (Varennes, 2003). Caires et al. (2011)
verificaram um aumento da producdo de milho no sistema de sementeira directa com a
aplicacdo de gesso e Viade et al. (2011) referiram um aumento na producdo de gramineas e
trevo com a aplicacdo de calcario magnesiano. Solos &cidos submetidos a calagem com
calcarios calciticos podem apresentar deficiéncia de Mg no solo em virtude do antagonismo
entre os ides Ca’* e Mg®" assim como solos muito ricos em K também podem apresentar
deficiéncia de Mg devido ao antagonismo entre os ides K* e Mg®*. Quando a concentragéo de
anides (hidrogenocarbonato, sulfato ou fosfato) no solo é elevada, o Ca e o0 Mg podem
precipitar e as suas perdas por lixiviagdo contribuirem para a acidificagdo dos solos em locais

com elevada precipitacdo (Varennes, 2003).

A producdo e a qualidade das culturas dependem ndo sO6 da disponibilidade de
macronutrientes no solo mas também de micronutrientes. A MO tem um impacto directo e
significativo na disponibilidade de zinco (Zn), ferro (Fe) e manganés (Mn) no entanto, pouco
influencia a disponibilidade do cobre (Cu) no solo (Li et al., 2007). A MO, para além de
constituir uma fonte de micronutrientes no solo através da mineralizagcdo, impede a adsor¢édo
dos mesmos aos coldides minerais (Varennes, 2003). A absorcdo dos micronutrientes pela
planta também é influenciada pelas interacgdes entre estes e os macronutrientes do solo. Por
exemplo, Li et al. (2007) verificaram que uma elevada disponibilidade de P no solo esteve na
origem de baixos teores de micronutrientes no milho. Por outro lado a deficiéncia de N ou P
diminuiu a produ¢do mas aumentou as concentragdes de micronutrientes nos caules do milho
a excepgdo do Cu. A disponibilidade dos micronutrientes catides e do Boro (B) é maior em
solos acidos sendo o Cu o0 menos influenciado pelo pH do solo. Em solos muito &cidos, 0

Molibdénio (Mo) esta pouco disponivel para as plantas (Varennes, 2003).

1.5 A cultura da alface

1.5.1 Caracterizagdo

A alface (Lactuca sativa L.) € uma planta herbacea anual com um ciclo cultural relativamente
curto. Em estufa o ciclo cultural é cerca de 6 a 8 semanas na época de Primavera-Verdo e 10 a
12 semanas durante o Inverno. O sistema radicular é aprumado, pouco ramificado e
relativamente superficial. Nas alfaces transplantadas, as raizes exploram um volume de solo
reduzido, no entanto em sementeira directa a raiz principal pode atingir mais de 60 cm. A

formacédo do repolho é influenciada pela temperatura e pela luminosidade. Em condicdes de
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baixa intensidade luminosa o repolho forma-se melhor a baixas temperaturas e em periodos
de elevada intensidade luminosa a formacéo do repolho é melhor a temperaturas préximas de
20 °C. A alface prefere solos de textura franca ou argilosa, ricos em MO. Tem uma
sensibilidade moderada & salinidade (nivel critico de 1,3 dS m™) e o seu pH éptimo situa-se
entre 6,5 e 7,2 (Almeida, 2006).

1.5.2 Fertilizagdo

A cultura da alface € relativamente pouco exigente em nutrientes, embora, devido ao seu curto
ciclo cultural e sistema radicular superficial, necessite de nutrientes imediatamente
disponiveis no solo. As necessidades de N séo reduzidas no inicio da cultura e cerca de 2/3 da
absorcéo total de N ocorre apds a formacéao do repolho (Almeida, 2006).

A producdo de alface aumenta com a incorporacdo de MO. Ao determinar a quantidade de
MO a aplicar e 0 momento de aplicacdo deve-se ter em consideracdo a quantidade de N
potencialmente mineralizavel o que permite regular o teor de nitratos acumulados na alface e
controlar a quantidade de N residual no solo no final da cultura (Manojlovic et al., 2009). Por
exemplo, como a alface tem uma elevada taxa de absor¢do de N num curto periodo de tempo,
uma fertilizacdo unicamente a base de centeio e trevo para sidera¢do imediatamente antes da
plantacdo € inadequada (Holness et al., 2008) dada a reduzida percentagem de N
disponibilizada para a alface. Pelo contréario, a aplicacdo de guano com elevada taxa de
mineralizacdo da MO (Manojlovic et al., 2009) constitui uma boa fonte de N, a aplicar antes
da plantacdo. Segundo Ribeiro et al. (2010) é possivel reduzir em metade o consumo de
fertilizantes organicos comerciais, & base de estrume de galinha, misturando-os com
composto, assegurando os teores de N disponiveis e reduzindo deste modo 0s custos de

fertilizacdo para a alface.

Vaérios autores referem as vantagens da fertilizacdo organica da alface comparativamente a
fertilizacdo quimica de sintese, resultando em producdes equivalentes (Silva et al., 2010;
Montemurro, 2010) ou superiores (Porto et al., 2008). Gent (2002) referiu um aumento da
area foliar da alface com incorporagdo de MO e uma melhoria da sua composigdo pelo
aumento de acumulacdo de N, P, K e Ca nas suas folhas. Guadagnin et al. (2005) verificaram
que o teor de nitratos nas folhas de alfaces produzidas no MPB era inferior comparativamente
ao das alfaces produzidas no MPC, por sua vez inferior ao das alfaces produzidas em
hidroponia, o que esta relacionado com o tipo de fertilizacdo pois a acumulacdo de nitratos na

alface (raiz, caule e folhas) é menor com fertilizacdo organica do que com fertilizacéo



convencional (Pavlou et al., 2006; Porto et al., 2008). Por outro lado, Pavlou et al. (2006)
referem que o teor de N disponivel no fim da cultura é superior com fertilizacdo organica.
Apesar dos beneficios da MO, os agricultores devem ponderar bem a quantidade de MO a
incorporar pois a aplicacdo indiscriminada de fertilizantes organicos com doses exageradas
pode originar problemas de fitotoxicidade. Por exemplo, Hammermeister et al. (2006)
verificou que doses elevadas (equivalentes a 800 kg N total ha™) de composto de aves e de
composto de penas resultaram toxicas para alface tendo ficado disponivel 50 a 70% do N total
aplicado. O mesmo néo se verificou com a aplicacao de luzerna em que 10 a 40% do N total

aplicado ficou disponivel para a cultura.

1.6 As micorrizas

Na maioria das condicGes ecoldgicas o estado normal das plantas é estarem micorrizadas ou
seja, associadas a fungos ao nivel da raiz, o que lhes proporciona uma melhoria da nutricdo
mineral, particularmente de P, em troca de C. As micorrizas sdo geralmente consideradas
simbioses com beneficio mUtuo de tal importancia que se considera que a colonizacdo do
meio terrestre pelas plantas tenha sido uma consequéncia da sua associacdo com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA). Apesar de na maior parte das plantas vasculares as
micorrizas constituirem auténticos “o6rgdos” de absor¢do de nutrientes tem-se verificado que
em muitos e variados casos as interac¢des mutualistas e parasiticas andam a par nestas
relacbes fungo-planta. Por outro lado, em algumas familias como Chenopodiaceae,
Brassicaceae, Caryophyllaceae, Polygonaceae, Juncaceae e Proteaceae € pouco provavel a

formacéo de micorrizas de qualquer tipo. (Smith & Read, 2008).

Os fungos micorrizicos fazem parte do vasto grupo de microrganismos que colonizam a
rizosfera. De um modo geral sdo completamente dependentes do C fornecido pela planta e
competem com os saprofitas pela imobilizacdo do N, P e outros nutrientes. Os fungos
micorrizicos tém uma relacdo muito préxima com as raizes que colonizam e podem
distinguir-se diversos tipos de micorrizas consoante a taxonomia dos fungos, das plantas e o
tipo de colonizacdo (ver Smith & Read, 2008). As micorrizas arbusculares séo formadas por
fungos endéfitos do filo Glomeromyecota, cujas hifas asseptadas colonizam intracelularmente
as células da raiz. Nas ectomicorrizas, as hifas septadas (filos Ascomycota e Basidiomycota)
formam um manto de hifas a volta da raiz e penetram entre as células da raiz mas nunca

ocorre colonizacéo intracelular (Smith & Read, 2008).
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As micorrizas arbusculares (MA) sdo as micorrizas mais importantes a nivel agronémico pois
formam-se na grande maioria das plantas cultivadas e sendo importantes para a nutrigdo das
plantas, favorecendo o seu crescimento e a produtividade de um modo sustentavel, estdo
também intimamente relacionadas com a nutricdo humana dai a importancia do seu estudo e
aproveitamento da sua eficiéncia em sistemas de producdo como a agricultura biologica (He
& Nara, 2007).

1.6.1 Biologia e desenvolvimento dos fungos micorrizicos arbusculares

As micorrizas arbusculares sd@o o tipo mais comum de micorrizas ocorrendo em 80 % das
espécies de plantas vasculares e resultam da colonizacdo das raizes por fungos simbioticos
obrigatorios (Filo Glomeromycota) correspondentes a cerca de 230 espécies (Oehl et al.,
2011). E provavel que os fungos tenham existido desde ha mais de 1000 milhdes de anos e
gue as MA sejam extremamente antigas (Smith & Read, 2008). As primeiras plantas na Terra
tinham rizomas, mas ndo apresentavam um sistema radicular desenvolvido. Fosseis de
plantas, por exemplo de Aglaeophyton do Devoénico (Smith & Read, 2008), revelam a
presenca de estruturas fungicas que permitiam a absorcao de ides fosfato pelas plantas (Hodge
et al., 2010). Presentemente, apesar de as plantas apresentarem um sistema radicular bem
desenvolvido, a absorcdo de P representa um desafio para a maior parte das plantas. Os
fungos micorrizicos colonizam as raizes das plantas adquirindo C da planta através do micélio
intrarradicular e criando uma série de efeitos, como o0 aumento de absorcdo de P pela planta
através do micélio extrarradicular que faz a ponte entre a raiz da planta e os microhabitats
envolventes, aumentando a zona de influéncia da raiz, facilitando deste modo a absorcao de P
(Helgason & Fitter, 2009). Além disso, a alteracao fisica do solo e nos exudados quimicos das
raizes, provocadas pela influéncia do micélio, afectam a populacdo microbiana do solo

criando a chamada micorrizosfera (Barea, 2000).

As MA (Fig. 1) sdo constituidas por trés elementos: a raiz, as estruturas fungicas dentro e
entre as células da raiz e o micélio extrarradicular (no solo). O nome “arbuscular” deriva de
estruturas intracelulares caracteristicas, os arbusculos, que resultam da ramificacdo das hifas
dentro das células corticais das raizes. Para além destas estruturas também surgem vesiculas
de reserva presentes no interior ou entre as células. Como as estruturas fungicas
caracteristicas das MA se desenvolvem dentro da raiz e ndo provocam alteracOes
morfologicas na raiz, ndo é possivel avaliar a presenca de colonizacdo de um sistema radicular

sem o corar e observar ao microscopio (Smith & Read, 2008).
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Figura 1. Estrutura simplificada de micorriza arbuscular (Adaptado de Anonymous, 1996).

Os FMA sdo simbiontes obrigatérios, o que significa que ndo podem ser mantidos em cultura
sendo incapazes de completar o seu ciclo sem estabelecer simbiose com uma planta. A
colonizacdo das raizes pode ocorrer atraves de esporos, de fragmentos de raizes micorrizadas
e de hifas. Os esporos formados pelos FMA sdo grandes (mais de 500 um de diametro),
multinucleados e com abundantes reservas lipidicas, hidratos de carbono e uma espessa e
resistente parede. As suas reservas sdo consumidas a medida que ocorre a germinagdo e que
as hifas crescem formando-se o micélio capaz de originar anastomoses. As anastomoses
estabelecem-se entre hifas originadas a partir de esporos ou a partir de raizes colonizadas
originando uma continuidade citoplasméatica e migracdo de ndcleos. A medida que as plantas
crescem véo ficando ligadas a uma rede no solo constituida por hifas de micélios de diferentes
fungos e por raizes de outras plantas. A destruicdo dessa rede de micélio pode originar a
diminuicdo da capacidade do potencial de indculo micorrizico do solo e da absorcdo de

nutrientes quer pelos fungos quer pelas plantas (Smith & Read, 2008).

1.6.1 Influéncias das condic¢des edafo-climéticas na micorrizagéo

Gryndler et al. (2006) realizaram experiéncias de campo no sentido de avaliar o efeito da
fertilizacdo mineral e orgénica no desenvolvimento dos fungos micorrizicos arbusculares nas
culturas de milho e luzerna. Neste estudo verificou-se que o comprimento das hifas aumentou
nos tratamentos apenas com fertilizagdo organica na Primavera, tendo-se constatado o efeito
oposto no Outono. Pelo contrério, a fertilizacdo mineral contribuiu para a diminuicdo do
comprimento das hifas independentemente da fertilizacdo orgénica e da estacdo do ano. No

entanto Gryndler et al. (2001) referiram que o comprimento das hifas diminuiu com a
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fertilizacdo mineral em solos sem adicdo de MO, mas em solos com MO e fertilizagéo
mineral o comprimento das hifas foi o dobro do que sem fertilizagdo mineral. O aumento da
biomassa do micélio esta relacionado com a colonizagéo das raizes ao contrario do nimero de

esporos que aumenta com a fertilizacdo organica e/ou mineral.

A simbiose dos FMA com as culturas também pode ser afectada pela mobilizacdo do solo.
Gosling et al. (2006) referem que a mobilizacdo do solo é provavelmente a operacdo cultural
mais destrutiva da rede de micélio dos FMA. Duana et al. (2011) constataram que numa
rotacdo de trigo (Triticum aestivum) e luzerna (Medicago truncatula) a coloniza¢do por
Glomus intraradices e Glomus margarita ndo foi afectada pela mobilizagdo do solo, no
entanto a producédo e absorcdo de P variaram com a mobilizacdo dependendo da espécie de
FMA. Num solo com mobilizacdo colonizado por Glomus margarita verificou-se uma
diminuicdo da producdo de luzerna e uma diminuicdo na absorcdo de P, ao contrario da
colonizagcdo com Glomus intraradices em que a producdo e absorcdo de P nédo sofreram
alteragdo com a mobilizacdo. Duana et al. (2011) referem que praticas agricolas com
mobilizacdo reduzida e incorporacao dos residuos das culturas sdo benéficas para as relacdes

de simbiose entre os FMA e as culturas beneficiando o seu crescimento.

O desenvolvimento de FMA nos solos apresenta variagdes sazonais, tendo-se verificado um
maior desenvolvimento das hifas e um maior nimero de esporos no Outono em relagdo a
Primavera (Gryndler et al., 2006) e esta relacionado com o teor da fraccdo mais facilmente
mineralizavel do solo (Hrselova et al., 1999) e com o aumento da actividade bioldgica do solo
(Gryndler et al., 2006).

1.6.2 As micorrizas arbusculares e a nutri¢do das culturas

As micorrizas arbusculares tém um papel importante na aquisicdo de nutrientes pelas plantas
(Marschner, 1996). De entre estes salienta-se ndo s6 0 P mas também outros nutrientes como
N, K, Ca e Mg (Clark & Zeto, 2000) e micronutrientes (Liu et al., 2000). A rede de micélio
extrarradicular aumenta consideravelmente o volume de solo explorado pelas raizes, o que
melhora o crescimento das plantas em solos mais pobres em nutrientes (Marschner, 1996).
Pelo contrario, em ambientes ricos em nutrientes tem sido observado uma reducdo na
acumulacgdo de nutrientes em plantas micorrizadas (Clark, 1997). A coloniza¢do micorrizica
tem diferentes efeitos na producdo vegetal dependendo das culturas e do teor de P do solo.
Por exemplo, num ensaio realizado com aplicacdo de inoculo micorrizico as plantas,

verificou-se que a inoculagdo aumentou a producdo da alface (Lactuca sativa) e do abutilom
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(Abutilon theophrast) e néo teve efeito significativo na producdo da acelga (Beta vulgaris)
(Koide et al., 2000).

As plantas com MA tém duas vias através das quais os nutrientes (em particular o P) podem
ser absorvidos: a via directa e a via através da MA. A via directa envolve transportadores de P
na epiderme das raizes e nos pélos radiculares ocorrendo uma diminuicdo de P nas
proximidades da superficie radicular. Na via através das MA o P é absorvido por
transportadores do miceélio extrarradicular e através de transportadores de P da planta passa
para 0 seu interior, na zona de contacto com o fungo, ao nivel dos arbusculos nas células
corticais da raiz (Smith et al. (2009) citado por Smith et al., 2010). Diversas experiéncias em
vasos revelaram que quando as plantas estabelecem MA num solo pobre em P ocorre um
aumento do seu crescimento e de absorcdo de P comparativamente as plantas controlo nao
micorrizadas (NMA). Esta resposta positiva explica-se pelo efeito cumulativo de ambas as
vias de absor¢éo do P (e de outros nutrientes como 0 Zn e o N) (Smith et al, 2009; Smith et al.
(2009) citado por Smith et al., 2010). No entanto, tal argumento ndo é valido quando as
plantas micorrizadas ndo crescem mais nem aumentam o seu teor em P, havendo casos em
que estas sdo mais pequenas do que as NMA (Smith et al, 2009). Apesar deste resultado,
considera-se que a via de absor¢do de nutrientes atraves das MA desempenha um papel
importante na absor¢do de P nas plantas sendo a via directa a que contribui com menor
absorcéo de P (Li et al, 2006). Se a biomassa dos FMA é reduzida, é possivel que a resposta
negativa em termos de crescimento da planta se deva a uma menor absorcdo de P ndo sé pela
via directa mas também através da MA dado o reduzido volume de raiz colonizada (Smith et
al, 2009). No entanto, se a mesma resposta ocorre quando a raiz da planta apresenta elevadas
percentagens de colonizacdo pelos FMA estes fungos sdo considerados, nessas situacoes,
parasitas que “enganam” as plantas em troca de C fornecendo pouco ou nenhum P (Smith et
al, 2009; Smith et al. (2009) citado por Smith et al., 2010).

Normalmente a limitacdo de P nos solos agricolas é compensada com a incorporacao de doses
elevadas de P. A eficiéncia da inoculagdo e colonizagdo micorrizica pode conduzir a
producdes similares, reduzindo as doses necessérias de adubacéo. O objectivo da optimizacdo
da colonizagdo micorrizica é obter sistemas agricolas mais sustentaveis ecologicamente
mantendo niveis de producdo elevados. Madder et al. (2000) estudaram o efeito da
colonizacdo micorrizica numa rotacdo de horticolas seguidas por forragens de gramineas e
leguminosas durante sete anos em varios sistemas de producdo e concluiram que a

percentagem de colonizacdo foi 30 a 60% superior em AB e na agricultura biodindmica em
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relacdo & agricultura convencional, uma vez que nesta a quantidade de P soltvel no solo foi
maior. A agricultura intensiva, permitindo o uso de elevadas quantidades de fertilizantes
azotados e fosfatados que reduzem a colonizacdo micorrizica e o desenvolvimento do micélio
dos FMA, e que utiliza o melhoramento genético de plantas menos dependentes das MA pode
dar origem a uma diminuicdo da diversidade dos fungos indigenas com consequéncias
nefastas na fertilizagdo particularmente na absor¢do dos micronutrientes que raramente séo

usados como fertilizantes (He & Nara, 2007).

1.6.2.1 O papel das micorrizas na absorcéo de N

As plantas micorrizadas absorvem um maior teor de N de origem orgéanica ou inorganica do
que as plantas ndo micorrizadas (NMA). Por exemplo, milho micorrizado por Glomus
intraradices (Frey & Schuepp, 1993) revelou uma maior concentracdo de N do que as
mesmas plantas NMA. A absorcdo de N em plantas micorrizadas pode variar com a espécie
de FMA. Por exemplo, a concentracdo de N no milho colonizado com Gigaspora margarita
foi maior do que nas plantas colonizadas com Glomus intraradices que por sua vez permitiu
uma maior acumulacdo de N no milho do que quando este foi colonizado por Acaulospora
laevis (Frey & Schuepp, 1993). Estas diferencas podem resultar de diferencas no
desenvolvimento do micélio extrarradicular nas diferentes especies de FMA. As hifas podem
contribuir para a assimilacdo de N inorgénico e aminoacidos se tiverem acesso a zonas do
solo inacessiveis para as raizes (Hawkins et al., 2000). Hodge et al. (2001) realizaram uma
experiéncia com Plantago lanceolata inoculada com Glomus hoi e verificaram que as plantas
micorrizadas absorviam trés vezes mais N do que as plantas NMA a partir de MO em
decomposicdo, devido a competicdo entre as hifas e outros microrganismos e ao reduzido
didametro das hifas, podendo estas mais facilmente penetrar na MO em decomposicdo. Esta
experiéncia demonstrou que os FMA também promovem a decomposicdo da MO,
provavelmente através da activacdo das bactérias proximas das hifas absorvendo de seguida o
N. Leigh et al. (2009) referem que o N total em Plantago lanceolata colonizada por Glomus
hoi e Glomus intraradices ndo aumenta em relacdo as plantas NMA, mas o teor de N

proveniente de MO em decomposicao é superior.

Os FMA contribuem pouco para o aumento da absor¢do de NO3™ devido a grande mobilidade
destes ides no solo, mas pelo contrario a absor¢do de NH," é beneficiada pelos FMA (Hodge
et al., 2001). Além disso o N pode ser imobilizado nas hifas e desse modo conservar-se 0 N

no sistema planta/fungo (Hawkins et al., 2000). Contudo o efeito dos FMA na fertilizacdo
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azotada é reduzido se forem aplicadas grandes quantidades de N ao solo (Azcon et al., 2008).
A relacdo C/N também é importante na absorcdo de N pelas plantas micorrizadas pois uma
relacdo C/N elevada diminui a taxa de mineralizacéo, resultando numa quantidade menor de

N absorvido pelas plantas (Leigh et al., 2009).

Existe uma relag&o sinergistica entre os FMA e alguns microrganismos do solo aumentando a
absorcdo de nutrientes pelas plantas. A formacgdo de nodulos nas raizes das leguminosas e a
fixacdo de N, por Rhizobium sdo favorecidas pelos FMA. Por exemplo, plantas de soja
micorrizadas por Glomus mosseae apresentaram maior numero de nddulos do que as plantas
de soja NMA para niveis de concentracdo de P idénticos no solo (Brown et al., 1988). Varias
experiéncias tém confirmado os beneficios desta interaccdo FMA-Rhizobium para as
leguminosas em situacdes de stress devido a seca e a salinidade (Barea et al., 2005a). Outra
interaccdo benéfica para o desenvolvimento das plantas é a que se estabelece entre os FMA e
as bactérias do género Azospirillum que sdo bactérias fixadoras de azoto intimamente
associadas com as raizes das plantas na rizosfera. Varias experiéncias demonstram que a
inoculacdo micorrizica promove a aquisicdo de N (sobretudo nitrato) pelas plantas inoculadas
com estas rizobactérias e que os FMA favorecem a instalacdo destas bactérias enquanto as
mesmas favorecem o desenvolvimento das MA (Barea et al., 2005b). VVazquez et al. (2000)
referem o0 aumento de biomassa e de acumulagdo de N no milho quando duplamente

inoculado.

A absorcdo de N é beneficiada pelos FMA nas plantas em stress hidrico. Subremanian et al.
(1999) referem que a colonizagdo micorrizica por Glomus intraradices permitiu aumentar a
absorcéo de N no milho sujeito a condigdes moderadas de secura, evidenciando-se sobretudo
o transporte de NOjz pelo micélio do fungo. Neste estudo também se verificaram
concentracdes mais elevadas de N nas folhas em relacdo as raizes nas plantas micorrizadas o
que indica que os FMA desempenham um papel importante na translocacdo de N das raizes

para as folhas.

1.6.2.2 O papel das micorrizas na absorcéo de P

As hifas dos FMA normalmente transportam o P localizado a maiores distancias do que as
plantas ndo micorrizadas, por exemplo a zona de absorcdo de P em plantas de trevo branco
(Trifolium repens) NMA ¢ aproximadamente 10 mm, enquanto no trevo branco micorrizado
por Glomus mosseae € superior a 110 mm (Li et al., 1991). Por esta razdo a absorcdo de P é

superior nas plantas micorrizadas. Joner & Jakobsen (1995) referiram que as plantas de trevo
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subterrdneo micorrizadas, nos primeiros estados de crescimento, absorvem uma maior
quantidade de P da MO ao contrario das plantas NMA, devendo-se este facto a uma maior
exploracdo de solo através das hifas do fungo. Nurlaeny et al. (1996) verificaram que o
aumento de absorcdo de P por comprimento de raiz foi duas a trés vezes superior no milho e

na soja micorrizadas em relacdo as mesmas plantas NMA.

O tipo de fertilizagdo fosfatada influencia o efeito da micorrizagcdo. Rubio et al. (2002)
referiram que as plantas de trigo (Triticum aestivum) inoculadas com Glomus etunicatum
apresentaram um crescimento superior e uma maior absorcao de nutrientes, nomeadamente P,
K, Al e Mn, quando foram fertilizadas com fosfatos naturais, o que ndo sucedeu com uma
fertilizacdo com P sollvel. O teor de absorcdo de P depende também da morfologia do
sistema radicular. I1sobe & Tsuboky (1998) referiram que as raizes das gramineas absorvem o
P mais facilmente do que as leguminosas devido a maior massa radicular das gramineas. Por
sua vez a mobilizacdo do solo destréi as hifas diminuindo a eficiéncia com que as hifas dos
fungos arbusculares vao absorver P além dos limites da rizosfera (Miller, 2000).

A interaccdo dos FMA com outros microrganismos beneficiando o desenvolvimento das
plantas também se verifica na absorcdo de P. E o caso da relacdo com certas bactérias que, a
partir de fontes de P pouco soluvel, disponibilizam P que por sua vez é absorvido pelo micélio
das MA e transferido para as plantas (Barea et al., 2005a). Num ensaio realizado em vasos,
Barea et al. (2002) verificaram que a aplicacdo de fosfato natural em simultdneo com a
inoculacdo de luzerna (Medicago sativa) com FMA (Glomus mosseae) e bactérias
solubilizadoras de P (Enterobacter sp.) aumentou a biomassa e a acumulacdo de P nas
plantas.

1.6.2.3 O papel das micorrizas na absorcao de outros nutrientes

A absorc¢do dos nutrientes catides em plantas colonizadas por FMA é variavel e depende do
tipo de planta e da espécie ou isolado fungico que estabelece a simbiose. A absorcéo de K, Ca
e Mg aumentou na soja colonizada por Glomus gigantea especialmente com teores de P
baixos, no entanto os teores de K e Ca diminuiram no milho colonizado por este fungo
(Lambert et al., 1979). A absor¢do de K, Ca e Mg no milho micorrizado por Glomus
etunicatum, Glomus diaphanum e Glomus intraradices também aumentou mais em solos

acidos do que em solos alcalinos (Clark & Zeto, 1996).

A extensa colonizacdo micorrizica das raizes permite uma grande area de absor¢do de

micronutrientes pouco maéveis como o Fe, Mn, Zn e Cu para 0s quais a absor¢do unicamente
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através da raiz € limitada (Liu et al., 2000; Azcén et al., 2003). Liu et al. (2000) verificaram
que no milho micorrizado com Glomus intraradices a absor¢do de Zn, Cu, Mn, e Fe variou
com o teor de P no solo (o qual influencia o desenvolvimento intra e extrarradicular dos
FMA) e com o teor destes micronutrientes adicionados ao solo. Quando aplicados teores
reduzidos de P ao solo o desenvolvimento das hifas extrarradiculares foi superior. Com a
inoculagdo micorrizica e a aplicagdo dos micronutrientes no solo verificou-se um aumento da
biomassa da parte aérea. No solo sem adicdo de micronutrientes o Zn, o Cu e o Fe totais
aumentaram no milho micorrizado. A absorcdo de Mn e de Fe no milho micorrizado foi
inferior ao do milho NMA apenas no solo com elevada concentracdo de micronutrientes que
também inibiu o desenvolvimento das hifas extrarradiculares, mas ndo o crescimento das

plantas.

1.6.2.4 As micorrizas arbusculares e a fertilizacdo da alface

Diversas experiéncias tém comprovado os beneficios das MA na fertilizagdo da alface. Por
exemplo, a absorcdo de N pela alface em condi¢Bes de stress hidrico é beneficiada pelos
FMA. Tobar et al. (1994a) referiram uma acumulacdo quatro vezes superior de NO3™ na alface
micorrizada nessas condicdes comparativamente a alface NMA. A identidade dos FMA
também influencia a absorcdo de N em condicbes de secura, pois verificou-se que Glomus
mosseae beneficiou mais a absor¢do de N do que Glomus fasciculatum, no entanto ambos os
fungos contribuiram para o aumento da biomassa nas alfaces micorrizadas (Tobar et al.,
1994b).

Ruiz-Lozano & Azcédn (1996) numa experiéncia com alfaces micorrizadas com diferentes
espécies de FMA verificaram que o stress hidrico diminuiu a actividade da enzima nitrato-
redutase (ANR) envolvida na assimilacdo do nitrato nas plantas apds a sua absorcdo. No
entanto, esta diminuicdo foi menor nas alfaces micorrizadas comparativamente as NMA o que
justificou o aumento do crescimento e teor de N (maior tolerdncia a seca) das alfaces
micorrizadas, em particular com Glomus deserticola. Nesta experiéncia, Ruiz-Lozano &
Azcon (1996) verificaram ainda que, em boas condigdes hidricas, alfaces NMA fertilizadas
com P apresentaram crescimento e teores de P iguais ou superiores ao de alfaces micorrizadas
ndo fertilizadas, mas uma menor ANR. Além disso alfaces colonizadas por diferentes FMA
apresentaram diferentes ANR. Ruiz-Lozano & Azcdn (1996) sugeriram pois que ou 0s FMA
aumentam a ANR nas plantas que colonizam (independentemente do teor de P) ou os FMA
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apresentam esta actividade enzimética por si contribuindo para o desenvolvimento das alfaces

mesmo em condicOes de stress hidrico.

Azcon et al. (2003) estudaram o efeito combinado da fertilizacdo azotada (14, 70 e 126 mg
por planta) e fosfatada (3,1 e 15,5 mg por planta) de alfaces micorrizadas e NMA em vaso.
Nesta experiéncia verificou-se que a aplicacdo de niveis elevados de N e P ao solo provocou
uma diminuicédo da absorcéo de N, P, K, Mn e Zn nas alfaces micorrizadas e uma inibi¢éo da
colonizacdo micorrizica. O elevado teor de N e P no solo provocou pois alteracdes fisico-
quimicas na micorrizosfera reduzindo a disponibilidade de micronutrientes como o Fe e 0 Mn
0 que esta relacionado com o desenvolvimento da capacidade de imobilizacdo destes
micronutrientes pelas populagdes microbianas da micorrizosfera. Além disso, ao diminuir o
micélio extrarradicular a area de absorcdo de nutrientes como o Fe, Mn e Zn diminuiu. Por
outro lado, quando aplicados teores reduzidos de N e P, a presenca das MA aumentou a taxa
de absor¢do da maior parte dos nutrientes (P, K, Ca, Mg, Zn e S) o que néo se verificou nas
alfaces NMA. O resultado foi idéntico com valor muito reduzido de P independentemente do
nivel de N aplicado. Os teores de N e de P sdo considerados factores muito importantes na
eficiéncia das MA assim como o equilibrio entre eles durante as fertilizacdes. A aplicacdo de
doses elevadas de N e P pode reduzir ou até eliminar o efeito benéfico dos FMA na
fertilizacdo da alface (Azcdn et al., 2003). Por outro lado, comparando com as necessidades
nutricionais das plantas para o seu crescimento, o contributo das MA para a absorcdo de P é

geralmente muito superior ao seu contributo para a absorcdo de N (George, 1995).
1.6.3 Outros beneficios resultantes da colonizacdo micorrizica

1.6.3.1 O micélio extrarradicular e interacc6es no solo

As micorrizas desempenham um papel importante na agregacdo das particulas do solo
(Degens et al. 1996) e um maior comprimento das hifas favorece a formacdo dos agregados.
O efeito das hifas na estabilidade da estrutura do solo pode persistir mesmo na auséncia de
uma cultura e plantas ndo micorrizicas sdo beneficiadas quando cultivadas num solo onde

previamente existiram culturas com MA (Auge et al., 2001, 2004).

Entre as raizes das plantas e as hifas dos FMA existem diferencas com consequéncias
benéficas para o solo e para as plantas. A densidade das raizes no solo corresponde a valores
inferiores a 0,10 m g™ enquanto a densidade das hifas no solo varia entre 2 - 40 m g™*. A zona
de influéncia da raiz corresponde a cerca de 0,3 cm enquanto a influéncia das hifas chega a 25

cm da raiz 0 que permite uma maior area de absorcdo de dgua e nutrientes para as plantas.
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Além disso, através do seu extenso micélio e dos seus exudados, os FMA contribuem para o
teor de C orgéanico no solo bem para além da zona da rizosfera influenciando a actividade de
outros organismos do solo (He & Nara, 2007; Smith et al., 2010) e contribuindo para o ciclo
dos nutrientes com beneficio para o crescimento das plantas (Gange 2000; Gange & Brown,
2002). O diametro das hifas varia entre 2 — 20 um e o das raizes € muito superior
correspondendo a valores superiores a 300 um (Smith et al., 2010). Devido a estas diferencas
de tamanho, as hifas proporcionam as plantas com MA o0 acesso a poros de reduzido
didametro, inacessiveis as suas raizes, fornecendo-lhes dgua e outros nutrientes que ai ficam
retidos quando o solo seca ou fica mais compacto. Drew et al. (2003) referem mesmo que as
hifas tém a capacidade de ajustar o seu didmetro consoante o0 tamanho dos poros do solo. Para
além da maior tolerancia a seca das plantas com MA (Duan et al. 1996; Augé et al., 2001)
outros beneficios nas plantas micorrizadas tém sido identificados como a maior tolerancia a

salinidade (Feng et al., 2002) e aos metais pesados (Weissenhorn et al., 1995).

1.6.3.2 Sanidade das culturas

As micorrizas conferem a planta maior resisténcia as pragas (Gange, 1994) e aos

microrganismos patogénicos do solo (Lingua et al., 2002).

O estabelecimento das micorrizas produz altera¢Ges fisioldgicas e bioquimicas nas plantas e
consequentemente influenciam a comunidade de insectos que lhes esta associada. As plantas
micorrizicas sdo alvo de insectos especialistas e com armadura bucal picadora-sugadora, ao
contréario das familias de plantas ndo micorrizicas onde a maior proporcdo de insectos sdo
generalistas e apresentam armadura bucal mastigadora (Gange et al., 2002). O tipo de
micorriza que as plantas estabelecem também altera a preferéncia dos insectos. Por exemplo,
0s insectos com armadura bucal picadora-sugadora preferem as plantas que estabelecem
micorrizas arbusculares relativamente a plantas que estabelecem ectomicorrizas (Koricheva et
al., 2009).

A maior resisténcia aos organismos patogénicos do solo pode dever-se a um efeito indirecto
devido a melhor fertilizacdo (Karagiannidis et al., 2002) ou ser o resultado da competicédo
entre fungos patogénicos, nematodes e FMA. Os mecanismos de defesa das plantas também
podem estar relacionados com a alteragdo dos exudados das raizes que provocam alteracoes
na rizosfera microbiana (Norman & Hooker, 2000) ou na biogquimica das raizes (Pozo et al.,
2002) desencadeando uma resposta da planta mais rapida a infeccdo (Whipps, 2004), por

exemplo, através da sintese de moléculas defensivas, nas células corticais, induzida pela MA
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permitindo uma resisténcia localizada e sistémica (Azcon-Aguilar & Barea, 1996; Graham,
2001).

Os FMA exercem controlo sobre varios fungos do solo tais como o Fusarium oxysporum
(Datnoff et al., 1995), Rhizoctonia solani (Kasiamdari et al., 2002) e também sobre algumas
bactérias como a Pseudomonas fluorescens (Barea et al. 1998). Talavera et al. (2001) também
verificaram que as plantas de tomateiro, cujas sementes foram inoculadas com nemétodes do
género Meloidogyne, apresentaram um crescimento superior e a densidade de nematodes no
solo foi inferior ap6s micorrizacdo com Glomus mosseae. Datnoff et al. (1995) verificaram
uma diminuicdo de incidéncia de necrose do colo e podriddo radicular em tomateiros

inoculados com Trichoderma harzianum e Glomus intraradices.

O controlo das pragas e doencas através da micorrizacdo € bastante variavel e depende das
espéecies de FMA envolvidos (Matsubara et al., 2000), sendo uns mais eficientes do que
outros, do tipo de agente patogénico, das condi¢cGes ambientais e das caracteristicas do solo
(Azcon-Aguilar & Barea, 1996), como por exemplo a concentracdo de nutrientes no solo
(Vicari et al., 2002). Em solos pobres em nutrientes a simbiose entre os FMA e as raizes das
plantas proporciona maiores beneficios as plantas sendo o investimento nas suas defesas

também superior (Gange et al., 2002).

1.7 Objectivos do trabalho

Considerando a importancia das MA e da microbiologia do solo para a AB, este trabalho teve
como objectivo estudar o papel das micorrizas na nutricdo vegetal, e em particular na
produtividade de uma cultura de elevado consumo alimentar, a alface (Lactuca sativa L.),
através de dois ensaios experimentais em vaso. No primeiro ensaio o objectivo foi a avaliacao
comparativa da colonizacdo micorrizica em alfaces no MPB e no MPC de modo a
compreender como o desenvolvimento dos FMA ¢ influenciado pelo tipo de solo e pelo teor
de um adubo organico (Phenix) e, simultaneamente, para relacionar essas respostas com a
producéo e teor de nutrientes, nas folhas e nas raizes, da alface. O segundo ensaio teve como
objectivo a avaliacdo do efeito da aplicacdo de fosfato de Gafsa na produtividade da cultura,

em plantas inoculadas e ndo inoculadas (indculo micorrizico comercial), no MPB.

21



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Crescimento da alface em solos de agricultura biol6gica e convencional

A variedade de alface (Lactuca sativa L.) cultivada em vaso foi a “Ariel” e os solos utilizados
foram retirados de estufas de horticultura no modo de producdo bioldgico e no modo de

producéo convencional do concelho de Marco de Canaveses.

As diferentes etapas do ensaio experimental decorreram numa estufa néo climatizada (Fig. 2)
localizada na Escola Superior Agraria de Castelo Branco que se situa a 39° 49’ 12°° de
latitude, -7° 27 36’ de longitude e aproximadamente 400 m de altitude tendo seguido a

calendarizacédo apresentada no Quadro 1.

Figura 2. Ensaio experimental numa estufa ndo climatizada na ESA de Castelo Branco com as
alfaces 24 dias apds a plantacdo destinadas a (a) 12 colheita (28 dias ap0s a plantagédo) e
(b) 22 colheita (45 dias apos a plantacao).

Quadro 1. Calendarizagdo das diferentes etapas do ensaio experimental

Operacdo cultural DAP*  Ano Més Dia
Sementeira de alface 2010  Fevereiro 20
Colheita de amostras de solo e do fertilizante organico Margo 19
Plantagdo de alface Marco 19
12 Colheita das alfaces 28 Abril 16
22 Colheita das alfaces 45 Maio 3

*DAP representa o nimero de dias ap6s plantagdo

O ensaio foi conduzido segundo um delineamento experimental com quatro blocos
casualizados e uma estrutura factorial de tratamentos com dois factores: solos de exploracfes

com diferentes modos de producéo (bioldgico e convencional) e adubo organico Phenix com
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trés niveis de aplicacdo de fertilizante orgéanico (0, 20, 40 g/planta) correspondentes,
aproximadamente, a uma aplicacdo de 0, 2 e 4 t ha™ considerando o compasso de 33 cm x

33 cm, que é vulgar para a alface.

2.1.1 Solos

Os solos utilizados na experiéncia (Fig. 3) foram recolhidos em estufas de exploragoes
horticolas com aproximadamente dez anos de producdo e localizadas na freguesia de Vila Boa
do Bispo, no concelho de Marco de Canaveses a 41° 7° 12”’de latitude, -8° 12°de longitude e
aproximadamente 300 m de altitude. A Quinta Casal de Matos é a exploracdo no modo de
producdo bioldgico e a Quinta da Chousa encontra-se no modo de producao convencional.
Ambos os solos sdo de origem granitica e rochas afins e a terra para o ensaio foi colhida no
dia 12 de Marco aleatoriamente a uma profundidade de 0 a 20 cm com uma pa. No local do
ensaio a terra foi espalhada no chéo, limpa de pedras e homogeneizada. O volume do solo

colocado em cada vaso foi de 6600 cm®.

Figura 3. Preparacédo dos vasos com os diferentes tratamentos.

2.1.1.1 Solo da exploragédo no modo de producéo biologico

Na estufa de agricultura biol6gica onde foi recolhido o solo da camada superficial (0 - 20 cm)
decorria uma rotacdo de alface, tomate e couve, sendo a terra para o ensaio colhida antes da
plantacdo da cultura de tomate. No solo desta estufa foi incorporado, antes da cultura de
alface, composto de equino e calcario Calmag da Agrifértil, proveniente de sedimentos de
fosseis de algas marinhas e posteriormente fez-se uma adubacéo de cobertura com guanito.
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2.1.1.2 Solo da exploracéo no modo de produgéo convencional

Na estufa de agricultura convencional decorria uma rotacdo de feijdo, nabos e meloa, sendo a
terra para o ensaio colhida antes da plantacao da cultura de meloa. Neste solo foi incorporado
composto de estrume de galinha de dois em dois anos. Seguidamente, antes de fresar foi
espalhado um adubo quimico composto consoante as necessidades das culturas. Durante o
tempo de permanéncia da cultura foi feita fertilizacdo localizada com adubos solGveis.

2.1.2 Adubo

O adubo organico utilizado no ensaio foi o0 Phenix (Lote P19209) vendido pela CRIMOLARA
e produzido pela Italpollina spa. Este adubo é feito a base de vinhaga concentrada, guano e
estrume de galinha e, de acordo com o rétulo comercial, € quimicamente constituido por N-P-
K (%): 6-8-15 sendo 5,8 % do N orgéanico e possuindo ainda, 3,4 % de MgO e 5 % de CaO.

Este fertilizante possui 48 % de matéria organica, 7 % de humidade e pH 7,5.

Apos pesar a quantidade de solo para cada vaso misturou-se o solo com o fertilizante
correspondente a cada vaso num recipiente de dimensbes adequadas para proceder a

homogeneizacdo da mistura, a qual, foi posteriormente colocada no vaso respectivo (Fig. 4).

Figura 4.0rganizagdo dos vasos durante a adi¢do de adubo.

2.1.3 Alfaces

A alface foi semeada em mottes a 20 de Fevereiro de 2010, nos viveiros JAD - Semente de
Pdvoa de Varzim. O substrato utilizado foi produzido pela Gramoflor e é constituido por turfa

de sphagnum em diferentes graus de decomposicao e ligeiramente enriquecida em nutrientes.
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Na sua composicao apresenta 0,2 % de azoto organico, 34 % de carbono orgénico, 68 % de
matéria organica, contetdo em sal inferior a 1,5 g/l e pH (CaCl,) de 5,0 - 6,5.

A transplantacdo efectuou-se a 19 de Mar¢o de 2010 para os 48 vasos preparados com 0sS
diferentes solos e doses de adubo organico (Fig. 5). Nesta etapa as alfaces para transplantar
foram seleccionadas aleatoriamente mas com o cuidado de serem as mais homogéneas entre
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Figura 5. Ensaio experimental logo ap6s a plantacdo das alfaces (a) para a 1%colheita (28 dias

apos a plantacao) e (b) para a 22 colheita (45 dias apés a plantacéo).

2.1.4 Rega

Durante a instalacdo do ensaio, apds a preparacdo dos vasos com o solo e o adubo, adicionou-
se &gua até a capacidade de campo em cada vaso. Posteriormente, as plantas foram sendo
regadas de dois em dois ou de trés em trés dias, conforme a necessidade, de forma que a dgua
ndo constituisse um factor limitante do crescimento. Procurou-se adicionar a mesma
guantidade de 4gua em cada vaso, no entanto, fizeram-se ajustes tendo em conta que o0s solos
possuiam diferentes capacidades de retencdo de &gua e as plantas maiores se associavam a
uma maior transpiragcdo. Em finais do més de Abril, com as elevadas temperaturas verificadas,

as plantas foram regadas todos os dias. A agua de rega foi da rede publica.

2.1.5 Monitorizagdo da temperatura

A temperatura do ar foi registada com um termometro de registo de temperatura maxima e
temperatura minima. O mesmo tipo de termometro foi utilizado para o registo diério da
temperatura do solo a 10 cm de profundidade. Com base nas temperaturas maximas e

minimas registadas calcularam-se as temperaturas médias diarias.
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2.1.6 Controlo de infestantes e cuidados fitossanitarios

As infestantes que emergiram foram imediatamente removidas do solo de forma a néo

competirem com as alfaces por nutrientes.

Durante a rega evitou-se molhar as folhas inferiores, levantando-as cuidadosamente, de forma

a evitar um ambiente himido propicio a doencas.

2.1.7 Andlises laboratoriais

As andlises laboratoriais das caracteristicas do solo, do adubo e das plantas realizaram-se no

Laboratorio da Escola Superior Agraria de Ponte de Lima segundo a metodologia ai usada.

2.1.7.1 Caracterizacdo fisico-quimica dos solos
Colheita de amostras

A terra dos solos bioldgico e convencional foi espalhada no chdo, seguidamente foram
colhidas aleatoriamente cerca de 20 a 30 porcGes para um balde onde a terra foi
homegeneizada e da qual se retiraram aproximadamente 500 g. Esta amostra foi dividida
numa amostra de 400 g e em outra de 100 g que de imediato foram conservadas,
respectivamente, no frigorifico a 4 °C e congeladas a -20 °C. Este processo repetiu-se seis
vezes. As amostras de 400 g destinaram-se a determinacdo de pH, condutividade eléctrica e
teor de matéria seca. A amostra seca produzida, depois de moida em micromoinho de
laboratério em crivo de 1 mm, destinou-se a determinacdo dos teores de matéria orgénica,
P,Os e K0, a digestao sulfdrica para determinacdo do N e do P e a digestdo nitro-perclorica
para determinacdo do K, Ca, Mg e Fe. Por sua vez, com base nas amostras de 100 g,
utilizaram-se 20 g para a extraccdo com KCI e posterior determinagdo do azoto nitrico e
amoniacal por espectrofotometria de absor¢do molecular.

Metodologia laboratorial para as analises dos solos
pH

A determinacdo do pH efectuou-se num extracto de solo obtido misturando a amostra de solo
com agua destilada e desionizada (na propor¢do de 1 volume de amostra para 5 volumes de
agua), e homogeneizando-a a 22 °C. A leitura do pH foi feita sobre a suspensdo com um

potenciémetro e um eléctrodo combinado para pH.
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Condutividade eléctrica (CE)

A determinacdo da condutividade eléctrica realizou-se no mesmo extracto utilizado para a
determinacédo do pH. A leitura da CE foi realizada sobre a suspensdo com um condutivimetro
e um eléctrodo com sonda de temperatura associada tendo-se ajustado o resultado a

temperatura de 25 °C.
Teor de matéria seca (MS)

A determinacdo do teor de MS dos solos foi feita por secagem a 105 °C durante 48 horas em
estufa ventilada. Por diferenca de peso entre a amostra inicial e final determinou-se a

percentagem de MS da amostra.
Teor de matéria organica

O método usado para determinacdo da matéria organica (MO) total do solo consistiu em
dosear o carbono organico total e multiplicar o valor correspondente pelo factor de “Van
Bemmelen” de 1,724. Para dosear o carbono aplicou-se 0 método de Tinsley para calibragdo
que consistiu resumidamente em duas etapas: oxidacdo da MO por digestdo com dicromato de
sodio; titulacdo final do excesso do dicromato de sddio com o sulfato de ferro — amoniacal
(sal de Mohr), na presenca do indicador difenilamina. Uma vez obtido o valor de dicromato
de sbdio gasto na oxidacdo do carbono calculou-se a percentagem de carbono tendo-se
aplicado o factor de conversao de dicromato de sédio em carbono.

Determinacéo do P,0Os

Na determinacdo do fésforo disponivel utilizou-se 0 método de Egnér-Riehm em que a
extraccdo do fosforo foi efectuada com uma solucdo de lactato de amoénio e acido acético
tamponizada a pH compreendido entre 3,65 e 3,75. Para quantificar o fosforo no extracto

aplicou-se 0 método colorimétrico (espectrofotometria UV VIS).
Determinacéo do K,O

Na determinacdo do potéssio disponivel também se aplicou o método de Egnér-Riehm

descrito no ponto anterior. O potassio foi quantificado directamente por fotometria de chama.
Digestao sulfurica para determinacgéo dos teores totais de azoto e fosforo

De cada amostra seca moida pesaram-se 0,2 g de solo em tubos Nessler e acrescentaram-se
4 cm?® de 4cido sulfdrico seguido de 3 cm® de peréxido de hidrogénio a 30 % de uma forma

gradual. O processo de digestdo decorreu numa placa de aquecimento propria que foi
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programada para 120 °C durante 1 hora e 320 °C durante 3 horas. No final da digestéo e apds
arrefecimento acertou-se o volume com agua desionizada ultra-pura até aos 50 cm?® tendo-se
procedido de seguida a filtracdo. Os filtrados foram enviados para o Laboratorio de Solos da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD) onde foram analisados com um

espectrofotdmetro de absor¢do molecular para determinacdo dos teores de N e P.
Digest&o nitro-percldrica para determinacao dos teores totais de K, Ca, Mg e Fe.

De cada amostra seca moida pesaram-se 0,2 g em tubos Nessler e acrescentaram-se 6 cm® de
acido nitrico a 65 %. O processo de digestdao decorreu numa placa prépria e foi programada
para 50 °C durante 30 minutos, 150 °C durante 30 minutos e 165 °C durante 30 minutos. No
final da digestdo adicionaram-se 4 cm® de é4cido perclérico a 70 % a cada tubo seguindo-se
nova fase de digestdo de 165 °C durante 30 minutos, 180 °C 60 minutos, 190 °C durante 60
minutos e 200 °C durante 30 minutos. No final da digestdo e apos arrefecimento
acrescentaram-se 10 cm® de 4gua ultra-pura a cada tubo e programou-se a placa a 120 °C
durante 60 minutos. Apos arrefecimento acertou-se o volume com &gua desionizada ultra-pura
até aos 50 cm® tendo-se procedido de seguida & filtragdo. Os filtrados foram enviados para a
UTAD onde foram analisados com um espectrofotometro de absor¢do molecular para

determinacéo dos teores totais de K, Ca, Mg e Fe.
Extraccdo em KCI para determinagdo do azoto mineral (N-NH;" e N-NO3)

Pesaram-se 20 g de cada amostra que fora conservada no congelador, para frascos de
polietileno e adicionaram-se 100 ml de solucdo de KCI 2M. Os frascos fechados foram
colocados num agitador mecénico durante 60 minutos sendo o conteddo depois filtrado,
com filtros VWR de 12,15 um lavados em solucéo de KCI. Depois de refrigerados os filtrados
seguiram para a UTAD onde a determinacéo dos teores de N-NH," e N-NO;” foi efectuada por

espectrofotometria de absorcdo molecular.
2.1.7.2 Analise das caracteristicas do adubo

Colheita de amostras

Do saco de adubo Phenix utilizado no ensaio constituiram-se 6 amostras de 400 g e 6
amostras de 100 g que foram conservadas como descrito para os solos, para determinagéo do
pH, CE, MS, MO, N, P, K, Ca, Mg e Fe.
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Metodologia laboratorial para analise das caracteristicas do adubo

A metodologia das analises referidas no ponto anterior encontra-se descrita na metodologia
laboratorial para as analises dos solos pois 0s processos sdo idénticos com excepcdo dos
seguintes métodos: determinacdo da MS em que o adubo foi seco a 65 °C em estufa ventilada
até peso constante; determinacdo da MO através da diferenca de peso entre a amostra antes e
depois da incineragdo em mufla a 550 °C durante 4 horas seguida de arrefecimento em

excicador sob vacuo.

2.1.7.3 Analise das caracteristicas da alface
Colheita de amostras

No dia da transplantagéo, 19 de Margo de 2010, colheram-se dos mottes quatro amostras de
10 plantas seleccionadas aleatoriamente e com o cuidado de serem homogéneas entre si e
representativas das que foram transplantadas. Para cada amostra determinou-se o peso fresco
das folhas e das raizes apo6s lavagem e procedeu-se a sua secagem numa estufa durante dois
dias a 65 °C. Deste modo, calculou-se a percentagem de matéria seca e obteve-se a matéria
seca necessaria as analises laboratoriais para quantificacdo de N, P, K, Ca, Mg e Fe na parte

aérea e nas raizes.

A 16 de Abril e a 3 de Maio de 2010 fizeram-se a primeira e a segunda colheitas,
respectivamente 28 e 45 dias ap0s a transplantacdo. As raizes foram retiradas com torrdo do
vaso que foi mergulhado em &gua a fim de separar a terra das raizes sem as danificar e
posteriormente foram lavadas cuidadosamente com &gua corrente. De seguida a parte aérea e
as raizes foram pesadas e processadas como anteriormente descrito para determinacdo do teor
de MS e obtencdo de MS para analise.

Metodologia laboratorial para anélise das caracteristicas da alface

As amostras secas das folhas e raizes das alfaces colhidas foram moidas num moinho Retsch
GM 200 durante 5 segundos a 4000 rpm. A matéria seca e moida de cada amostra ficou
guardada em sacos bem fechados e posteriormente procedeu-se a digestdo sulfurica para
determinar N e P e a digestdo nitro-perclorica para obter K, Ca, Mg e Fe. Os métodos
analiticos utilizados foram idénticos aos descritos na metodologia laboratorial para as analises

dos solos.
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2.1.7.4 Avaliacdo da colonizagdo micorrizica nas raizes da alface
Colheita de amostras

No dia da transplantacdo, a 19 de Mar¢o de 2010, colheram-se dos mottes quatro amostras
cada uma com 3 alfaces seleccionadas aleatoriamente e com o cuidado de serem homogéneas
entre si e representativas das que foram transplantadas. Separaram-se as folhas das raizes e
mergulharam-se 0s mottes num recipiente com agua para remover o substrato sem danificar as
raizes. Seguidamente removeram-se pequenas porcdes de diferentes zonas de cada raiz e
procedeu-se a fixacdo das amostras em etanol a 50 %. Este processo repetiu-se em cada

colheita sendo as amostras individuais (Fig. 6).

Figura 6. Preparacao de amostras da raiz.

Clareamento e coloracédo das raizes

A formacdo de micorrizas arbusculares (e de endomicorrizas em geral) ndo induz alteracdes
morfologicas nas raizes colonizadas. Por isso, para avaliar a colonizacdo micorrizica, €
necessario utilizar a técnica de clareamento e coloracdo baseada no método originalmente
descrito por Phillips & Hayman (1970), modificado por Koske & Gemma (1989) e por
Vierheilig et al. (1998).

A etapa de clareamento consistiu em colocar as amostras das raizes (lavadas para remover o
fixador) em tubos abertos na extremidade superior e vedados com gaze na extremidade
inferior, numa solucdo aquosa de KOH a 5 % (p/v) e levar a estufa a 90 °C, durante 60
minutos. A solucdo de KOH remove o conteudo celular das células vegetais e ajuda a remover
taninos e outros pigmentos, deixando as estruturas fingicas e as paredes vegetais intactas. De

seguida lavaram-se as raizes varias vezes em agua corrente e deixaram-se a acidificar em
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solucdo de HCI a 1 % durante a noite (12-16 h). Esta etapa foi necessaria para permitir a
adesdo do corante as estruturas fungicas. Apds a acidificagdo, transferiram-se as raizes
directamente para uma solucéo de tinta Parker 2 % acidificada com 1 % de HCI e colocaram-
se na estufa a 60 °C, durante 1 hora. O corante corou selectivamente as estruturas fungicas em
virtude da afinidade pela quitina, constituinte da parede dos fungos. A tinta Parker azul foi
usada em substituicdo do azul de tripano (classificado como provavel agente carcinogénico
humano), uma vez que ndo é toxica e € mais econdmica. Apds a coloracdo removeu-se 0
excesso de corante, lavando-se as raizes varias vezes em agua corrente, e transferiram-se as
mesmas para uma solucdo acidificada de glicerol - solugdo descolorante (glicerol a 50 % +
4 % de acido lactico) (Fig. 7). Apds algumas horas colocaram-se as amostras em frascos com

solucdo descolorante ficando assim preservadas, ao abrigo da luz, até serem observadas.

—
Figura 7. Etapa do processo de coloragdo das raizes: a) Conjunto de diversos tubos com
amostras de raizes colocados em tina com solu¢do descolorante; b) Pormenor de uma amostra
de raiz num tubo com gaze na extremidade inferior.

Quantificacao da colonizagdo micorrizica

Colocaram-se varios fragmentos de raizes (ap0s clareamento e coloracdo) numa lamina e
montaram-se em solucdo descolorante. Observaram-se as raizes ao microscopio Optico
composto de 3 em 3 mm, registando-se a presenca de arbusculos ou de hifas cada vez que o
eixo central do campo visual do microscépio intersectava uma raiz (Fig. 8). A percentagem de
raiz colonizada (% RC) foi obtida pela seguinte expressdo % RC = Numero de intersecgdes

com arbusculos ou hifas / Namero total de intersecces.
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Figura 8. Intersecgdo das raizes com o eixo central do campo visual do microscopio.

2.1.8 Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados experimentais realizou-se utilizando a analise de variancia
com o programa SPSS, v17. A analise foi realizada com base num modelo com blocos
casualizados e 2 factores com estrutura factorial de tratamentos, sendo utilizada a menor
diferenca significativa (p <0,05) para comparar as medias dos resultados dos diferentes

tratamentos.

2.2 Crescimento da alface com aplicacao de in6culo micorrizico e fosfato de Gafsa

A variedade de alface cultivada em vaso foi a “Maravilha de verano” e a terra utilizada foi
retirada da estufa de horticultura no modo de producéo bioldgico da Quinta Casal de Matos

do concelho de Marco de Canaveses.

As diferentes etapas desta segunda experiéncia decorreram noutra estufa ndo climatizada
(Fig.9) da Escola Superior Agraria de Castelo Branco tendo seguido a calendarizacdo

apresentada no Quadro 2.

Figura 9. Ensaio experimental no abrigo da ESA de Castelo Branco.
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Quadro 2. Calendarizacgéo das diferentes etapas do ensaio experimental.

Operacdo cultural DAP* Ano Més Dia
Sementeira de alface 2010 Marco 23
Colheita de amostras de solo Abril 23
Colheita de amostras de alfaces Abril 24
Plantacéo de alface Abril 24
Inoculagdo das alfaces Junho 1
12 Colheita de alfaces 28 Maio 22
22 Colheita de alfaces 53 Junho 16

*DAP representa o nimero de dias apds plantacéo.

O ensaio foi conduzido segundo um delineamento experimental com quatro blocos
casualizados e uma estrutura factorial de tratamentos com dois factores: inéculo micorrizico
com dois niveis - plantas inoculadas e plantas ndo inoculadas e fertilizacdo com fosfato de Gafsa
com trés niveis de aplicacéo - 0, 4, 8 g/planta, o que se aproxima de 0, 100, 200 kg P,Os ha™

considerando o compasso de 33 cm x 33 cm que é vulgar para a alface.

2.2.1 Solo

O solo utilizado no ensaio teve a mesma proveniéncia que o solo utilizado anteriormente

referido no ponto 2.1.1.1; a quantidade de solo em cada vaso foi de 6,75 kg (Fig. 10).

Figura 10. Pesagem do solo para cada vaso.

2.2.2 Adubo

O adubo utilizado foi o fosfato de Gafsa cuja designacdo comercial é Fertigafsa e é
comercializado pela ADP Fertilizantes S.A. E um adubo fosfatado com a designacio de
fosfato natural macio com a formulagdo de 0-26,5-0. Este fertilizante estd autorizado para
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utilizacdo em modo de producgdo bioldgico e possui as seguintes caracteristicas: 26,5 % de
pentoxido de fosforo (P,Os) total, 15 % de pentoxido de foésforo (P,Os) sollvel em acido
formico a 2 %, grau de moenda com 90 % de passagem através de um crivo com uma abertura
de malha de 0,063 mm.O processo de aplicacdo do adubo decorreu de igual modo ao descrito

no ponto 2.1.2.

2.2.3. Alfaces

A sementeira de alface variedade “Maravilha de verano” foi efectuada a 23 de Marco de 2010
na estufa de horticultura no modo de producdo biologico da Quinta Casal de Matos, em
tabuleiros de polietileno com alvéolos com a dimenséo de 35 ml. O substrato biolégico usado
foi o Tray mix, fabricado por Bas Van Buuren, composto 100 % de turfa e contendo 34 % de
carbono, 0,2 % de azoto organico e 60 % de matéria organica, o pH entre 5 e 6,5 e o indice de

salinidade inferior a 1,5 g/l. As sementes foram cobertas com vermiculite.

A transplantacdo efectuou-se a 24 de Abril de 2010 para os 48 vasos preparados com o solo e
0 adubo (Fig. 11). Nesta etapa as plantas foram seleccionadas aleatoriamente mas com o

cuidado de serem as mais homogéneas entre si.

Figura 11. Ensaio experimental logo ap6s a plantacdo com as alfaces (a) para a 13colheita
(28 dias apds a plantagéo) e (b) para a 22 colheita (53 dias apos a plantaco).

2.2.4 Inb6culo micorrizico

O indculo micorrizico aplicado foi o Glomygel Hortalizas em embalagem de 250 cc com mais
de 250 propagulos. Este inéculo é produzido e comercializado pela Mycovitro S.L.
Biotecnologia ecologica e foi aplicado 1 ml da solugdo gel junto da raiz das plantas a inocular
com o auxilio de uma pipeta (Fig. 12) no dia 1 de Junho, 7 dias ap0s a transplantacao.
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Figura 12. Aplicacdo do inéculo micorrizico as alfaces 7 dias ap6s a transplantaggo.

2.2.5 Rega

A rega decorreu de modo idéntico ao descrito no ponto 2.1.4 a excepcdo de que as plantas
foram regadas todos os dias ou mesmo duas vezes por dia conforme necessario.

2.2.6 Monitorizacao da temperatura

A monitorizagdo da temperatura decorreu de igual modo ao descrito no ponto 2.1.5.

2.2.7 Controlo de infestantes e cuidados fitossanitarios

Para além do referido no ponto 2.1.6 fizeram-se dois tratamentos com o insecticida Decis,
comercializado pela Bayer, em virtude de terem aparecido varios focos de afideos (Myzus

persicae). O produto foi aplicado a 1 e 2 de Junho de 2010 e em todas as plantas.
2.2.8 Andlises laboratoriais

2.2.8.1 Caracterizacdo fisico-quimica do solo

A metodologia descrita no ponto 2.1.7.1 relativa a caracterizacdo do solo foi também aqui
aplicada.

2.2.8.2 Andlise das caracteristicas da alface

Colheita de amostras

A colheita de amostras antes da transplantacdo ocorreu no dia 24 de Abril de 2010 conforme a
metodologia descrita no ponto 2.1.7.3. A primeira colheita realizou-se no dia 22 de Maio e a
segunda a 16 de Junho de 2010, respectivamente 28 e 53 dias apés a transplantacdo. Apos as
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colheitas das alfaces, a lavagem das raizes decorreu com o auxilio de dois crivos de 2 mm de

malha a fim de minimizar a perda de raizes (Fig. 13).

Figura 13. Operacdo de lavagem das raizes: a) raiz retirada do balde com agua onde fora
colocado o torrdo do vaso; b) lavagem da raiz com &gua corrente e com o auxilio de crivos;
c) raiz limpa.

Metodologia laboratorial para anélise das caracteristicas da alface

A metodologia descrita no ponto 2.1.7.3 relativa a analise das caracteristicas da alface foi

também aqui aplicada.

2.2.9 Andlise estatistica

A metodologia descrita no ponto 2.1.8 foi também aqui aplicada.
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3.RESULTADOS

3.1 Crescimento da alface em solos de agricultura bioldgica e convencional

3.1.1 Temperatura do ar, caracteristicas dos solos e do adubo orgéanico

Durante a realizacdo do ensaio as temperaturas médias didrias mais elevadas do ar e do solo

foram, respectivamente, 26 e 24,7 °C e as mais baixas foram 12 °C para ambos (Fig. 14).

Figura 14. Temperaturas médias diarias do ar e do solo durante o ensaio.
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As caracteristicas fisicas e quimicas dos solos utilizados no ensaio e do adubo orgéanico

Phenix estdo representadas no quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas dos solos e do adubo Phenix.

Solo biolégico

Solo convencional

Adubo Phenix

Média  DP Média DP  Média DP
MS (%) 81,9 0,9 89,3 04 922 <0,
pH 7,1 <0,1 6,3 <0,1 57 <0,1
CE (ds m?) 0,6 <0,1 0,6 <0, 50,1 1,4
MO (gkg'ms) 64,5 0,5 26,5 01 5463 11,2
N (g kg™ ms) 2,4 0,6 1,7 06 395 115
P (g kg™ ms) 0,9 0,1 0,9 05 303 7,7
K (g kg™ ms) 31 2 5,2 26 300 132
Ca (g kg™* ms) 2,1 0,9 2,8 1,7 233 8,3
Mg (g kg™ ms) 2,1 1,5 3,0 1,7 4,0 0,2
Fe (g kg™* ms) 2,3 1,3 38 0,7 0,6 0,1
N-NH,"  (mg kg™*ms) 7 08 3,1 0,4 18394,0 69330
N-NO; (mgkg'ms) 46,1 2,1 81,4 33 80,4 5,5
CIN 15,5 0,5 9,2 0,1 8,0 0,6
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O solo bioldgico (SB) apresentou teores de matéria organica (MO) e de N-NH,", superiores,
em mais do dobro, em relacdo aos do solo convencional (SC) que por sua vez apresentou um
teor de N-NOj" bastante superior ao do SB. O teor de N foi superior no SB assim como o teor

de humidade e o pH.

O adubo Phenix apresentou uma constituicdo de 3,9 % de N, 3 % de P e 3 % de K
correspondendo a valores muito inferiores de N e K em relagéo aos valores de N-P,0s-K,0:
6-8-15 % apresentados pelo rétulo comercial. A condutividade eléctrica (CE), e teores de
N-NH," sdo elevadissimos em relagdo aos valores maximos recomendados de CE inferior a
3dS m™ (Soumaré et al., 2002), e de N-NH," inferior a 400 mg kg™ (Zucconi et al., 1987).

3.1.2 Peso fresco e peso seco da alface

Os valores de producdo de alface no solo bioldgico (SB) foram sempre superiores aos obtidos
no solo convencional (SC) independentemente da dose de adubo organico aplicada (0, 2 ou 4 t
ha). No entanto, na 12 colheita, apenas se verificaram diferencas significativas (p <0,05)
(Fig. 15) entre as alfaces no SB fertilizadas com a dose de 2 t ha™ de adubo e as alfaces no SC
fertilizadas com a dose de 4 t ha™. Na 22 colheita verificaram-se diferencas significativas de
producéo entre as alfaces produzidas no SC com a aplicacio de 2 e de 4 t ha™ de adubo e as
alfaces dos restantes tratamentos, nos quais, a producdo foi superior. Isto é, a producédo de

alface diminuiu com a aplicacdo de adubo organico (Phenix) ao solo convencional.
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Figura 15. Peso fresco das folhas da alface, 28 e 45 dias apés a transplantacdo, em resposta a
aplicacdo do adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™) ao solo bioldgico (B) e ao solo convencional (C).
Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as
médias dos respectivos tratamentos.

A producgdo da alface, para a média do solo biologico (SB) e do solo convencional (SC),
diminuiu com a aplicacdo de adubo (Fig. 16a) respectivamente 10,9 % e 16,3 % para as doses

de 2 e 4 t ha™ em relacdo ao tratamento nio fertilizado, verificando-se uma diferenca
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significativa (p <0,05) com a aplicagdo de 4 t ha™ em relacéo ao solo de referéncia. Por outro
lado, a producdo de alface para a média das doses de Phenix, foi superior no SB em 33,4 %
(Fig. 16b) em relagdo a producéo no SC (p <0,05).
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Figural6. Peso fresco das folhas da alface, 45 dias apds a transplantacdo, (a) com aplicacéo de
doses crescentes do adubo Phenix para a média do solo bioldgico e do solo convencional e (b)
no solo bioldgico (B) e no solo convencional (C) para a média das doses de Phenix. Letras
diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as médias
dos respectivos tratamentos.

Em relacdo ao peso seco, para 0 mesmo teor de Phenix apenas se verificaram diferencas
significativas (p <0,05) entre o peso seco das folhas no SB e SC com a aplicagdo de 4 t ha™ de
Phenix (Fig. 17).
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Figura 17. Peso seco das folhas da alface, 45 dias ap0s a transplantacdo, em resposta a
aplicacdo do adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™) ao solo bioldgico (B) e ao solo convencional (C).
Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as
médias dos respectivos tratamentos.

O peso fresco das raizes das alfaces produzidas no SB foi superior (p <0,05) ao obtido no SC

(Fig. 18), na 22 colheita, independentemente da dose de adubo organico aplicada (0, 2 ou 4 t
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ha). Para o conjunto das doses de Phenix os valores de peso fresco das raizes no SB
aumentaram 70,2 % em relacéo aos obtidos no SC (Fig. 19b).
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Figura 18. Peso fresco das raizes da alface, 28 e 45 dias apds a transplantacdo, em resposta a
aplicacdo do adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™) ao solo biolégico (B) e ao solo convencional (C).
Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as
médias dos respectivos tratamentos.

Para o conjunto dos dois solos, a aplicacdo de doses crescentes de adubo Phenix nao originou
diferencas significativas (p <0,05) entre os valores de peso fresco das raizes da alface (Fig.
19a).
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Figura 19. Peso fresco das raizes da alface, 45 dias apds a transplantacdo, (a) com aplicacdo
de doses crescentes do adubo Phenix para a média do solo bioldgico e do solo convencional e
(b) no solo bioldgico (B) e no solo convencional (C) para a média das doses de Phenix. Letras
diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as médias
dos respectivos tratamentos.

O peso seco das raizes da alface foi superior no SB em relagdo ao obtido no SC (Fig. 20)
registando-se diferencas significativas (p <0,05) entre os valores correspondentes ao SB e SC
no tratamento de controlo nio fertilizado, 1,3 e 1 g planta™ respectivamente, e no tratamento

com aplicacdo de 4 t ha™, 1,1 e 0,7 g planta™ respectivamente. Para o conjunto dos dois solos,
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0 peso seco das raizes diminuiu com a aplicacdo de doses crescentes de adubo sem no entanto
se registarem diferencas significativas.
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Figura 20. Peso seco das raizes da alface, 45 dias apds a transplantacdo, em resposta a
aplicacéo do adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™) ao solo biolégico (B) e ao solo convencional (C).
Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as
médias dos respectivos tratamentos.

3.1.3 Colonizagdo micorrizica das raizes da alface

As raizes das alfaces produzidas no SB nédo fertilizado apresentaram uma percentagem de
colonizagdo micorrizica superior (p <0,05) as percentagens de colonizacdo registadas nas
alfaces dos restantes tratamentos (Fig. 21). Ao contrario da coloniza¢do micorrizica das raizes
das alfaces no SC, no qual a colonizacdo micorrizica foi muito baixa em qualquer dos
tratamentos, incluindo o controlo, no SB a colonizagdo diminuiu com a aplicacdo de doses
crescentes de adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™) variando entre 4,7 % e 1,3 %.
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Figura 21. Percentagem de raiz colonizada pelos FMA, 45 dias apos a transplantagdo, em
resposta & aplicacdo do adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™') ao solo biolégico (B) e ao solo
convencional (C). Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas
(p <0,05) entre as medias dos respectivos tratamentos.
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Considerando as médias das percentagens de colonizacdo das raizes das alfaces nos
tratamentos com 0, 2 e 4 t ha™*, para a média dos SB e SC (Fig. 22a), verificou-se que a
percentagem de raiz colonizada diminuiu com a aplicacdo de doses crescentes de adubo (0, 2
e 4 t ha) registando-se diferencas significativas (p <0,05) apenas entre o valor obtido no
tratamento de controlo sem fertilizacdo e os obtidos nos restantes tratamentos. Por outro lado
a percentagem de raiz colonizada foi superior (p <0,05) nas alfaces no SB comparativamente
ao valor obtido nas alfaces no SC (Fig. 22b).

Raiz colonizada (%)
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Figura 22. Percentagem de raiz colonizada pelos FMA, 45 dias apés a transplantacéo, (a) com
aplicacdo de doses crescentes do adubo Phenix para a média do solo biologico e do solo

convencional e (b) no solo biolégico (B) e no solo convencional (C) para a média das doses
de Phenix.

Durante a quantificacdo da percentagem das raizes colonizadas pelos FMA registou-se

fotograficamente ao microscépio dptico composto a presenca de arbdsculos, hifas e esporos
(Fig. 23).
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Figura 23. Aspectos da colonizagdo micorrizica nas raizes de alface, 45 dias apds a
transplantacdo. A- arbusculo, E- esporo extrarradicular, CR- cortex radicular.

3.1.4 Teor de nutrientes nas folhas e nas raizes da alface

Relativamente ao teor de nutrientes nas folhas da alface (Fig. 24), apenas se verificaram

diferencas significativas entre os diferentes tratamentos no caso do P e do Fe.

Os teores de P encontrados nas folhas das alfaces produzidas no SB e fertilizadas com 2 e 4 t
ha® de Phenix foram idénticos mas numericamente superiores ao obtido no tratamento
controlo. Nas alfaces produzidas no SC o teor de P aumentou com a aplicagdo de doses
crescentes de Phenix, no entanto apenas se registaram diferencas significativas entre os teores
obtidos nos tratamentos com 0 e 4 t ha™ de Phenix. O Fe encontrou-se em valores muito
reduzidos nas folhas da alface apresentando valores significativamente superiores no
tratamento com SC com a aplicacdo de 2 t ha® de Phenix em relacdo aos restantes
tratamentos. O teor de K nas alfaces produzidas no SB foi sempre superior em relacdo ao das

alfaces no SC, apesar de as diferencas ndo serem significativas.
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Figura 24. Teor de nutrientes nas folhas da alface, 45 dias ap6s a transplantacdo, em resposta
a aplicacdo do adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™) ao solo biolégico (B) e ao solo convencional (C).
Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as
médias dos respectivos tratamentos.

Os teores de nutrientes nas raizes da alface na 22 colheita encontram-se representados na Fig.
25. O teor de N foi superior (p <0,05) nas raizes das alfaces no SC com a aplicacéo de 4 t ha™
de Phenix em comparacdo com o valor obtido nos tratamentos de SC com 0 e 2 t ha™ de
Phenix. O teor de P nas raizes, no tratamento controlo e com a aplicacio de 2 t ha™* de Phenix
foi significativamente superior no SB em comparacdo com o teor obtido no SC. Por outro
lado também se verificou que os teores de P nas raizes das alfaces produzidas no SB com 2 t
ha™ de Phenix e no SC com 4 t ha™* de Phenix foram significativamente superiores em relagdo
aos teores obtidos nos tratamentos do SB e SC com 0 e 2 t ha™ de Phenix respectivamente.
Relativamente ao teor de K o seu valor foi significativamente superior nas raizes no SB
fertilizado com 4 t ha® comparativamente aos valores obtidos nas raizes no SC com a
aplicacdo de 0 e 2 t ha™ de Phenix. Para 0 Ca e 0 Mg ndo se encontraram diferencas
significativas entre os teores obtidos nos diferentes tratamentos. No entanto, para o Fe 0s
teores encontrados nas raizes no SC ndo fertilizado e no SC com a aplicagdo de 2 t ha™ de
Phenix foram significativamente superiores em relacdo aos teores obtidos nas raizes no SB

com a aplicagdo de O e 4 t ha™ de Phenix.
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Figura 25. Teor de nutrientes nas raizes da alface, 45 dias apds a transplantacéo, em resposta a
aplicacéo do adubo Phenix (0, 2 e 4 t ha™*) ao solo bioldgico (B) e ao solo convencional (C).
Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05) entre as

médias dos respectivos tratamentos.

3.2 Crescimento da alface com aplicacdo de in6culo micorrizico e fosfato de Gafsa

3.2.1 Temperatura do ar e caracteristicas do solo

As temperaturas medias didrias do ar e do solo no periodo em que decorreu 0 ensaio

encontram-se representadas na Fig. 26. No entanto, o inicio do registo das temperaturas do ar

e do solo apenas foi possivel, respectivamente, ao 7° e ao 10° dia apds a transplantagdo. As

temperaturas médias diarias mais elevadas do ar e do solo foram respectivamente 29,5 e

27,2 °C e as mais baixas foram 13 e 15,5 °C respectivamente.
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Figura 26. Temperaturas médias diarias do ar e do solo durante o ensaio.
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As caracteristicas fisicas e quimicas e o teor de nutrientes do solo de agricultura biolédgica
utilizado no ensaio encontram-se nos quadros 4 e 5 sendo de realcar o teor muito elevado de
MO.

Quadro 4. Caracteristicas fisicas e quimicas do solo

MS pH CE MO N-NH," N-NO;  CIN

(%) @dsm") (gkg'ms) (mgkg*ms) (mgkg™ms)
Média 824 72 06 60,2 54 42,4 12,4
DP 10 00 00 0,6 0,6 2,1 0,3

Quadro 5. Teor de nutrientes no solo.

N P K Ca Mg Fe

(gkg'ms) (gkg'ms) (gkg'ms) (gkg'ms) (gkg'ms) (gkg'ms)
Média 2,8 1,0 3.8 2.9 2.2 2.8
DP 15 0.2 26 1,2 0,9 15

3.2.2 Peso fresco e peso seco da alface

A producdo de alface ndo variou significativamente entre as alfaces com raizes inoculadas e

as alfaces com raizes ndo inoculadas, para a mesma aplicacéo de fosforo (P,Os) (Fig. 27).

Raizes
m |
m NI

Peso fresco das folhas

PZOS
(kg ha)

28 53
Dias apés a transplantacéo

Figura 27. Peso fresco das folhas da alface, 28 e 53 dias ap0s a transplantacdo, com raizes
inoculadas (1) e ndo inoculadas (NI), em resposta a aplicagdo do fosfato de Gafsa (0, 100 e
200 kg P,Os ha?) ao solo. Letras diferentes por cima das barras representam diferencas
significativas (p <0,05) entre as médias dos respectivos tratamentos.

Na colheita final a produgéo de alface aumentou significativamente (p <0,05) com a aplicacdo
de 100 e 200 kg ha™ de P,Os (Fig. 28a), respectivamente 12,9 % e 20,4% em comparagao

46



com o tratamento controlo (sem P,0s). Por outro lado, ndo se verificaram diferencas

significativas entre a produgdo de alfaces com e sem indculo micorrizico (Fig. 28b).

a) b)
& 500 - 434 & 500
% 360 407 c£t$ 399 402
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'g = 300 - S £ 300 -
g2 200 - 83 200 -
'45 100 T Y 100 4
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0 100 200 | NI
P,Os (kg hat) Raizes

Figura 28. Peso fresco das folhas da alface, 53 dias apds a transplantacdo, (a) com aplicacdo
de fosforo no solo para a média de raizes inoculadas e ndo inoculadas e (b) com a inoculagéo
micorrizica das raizes para a média das diferentes doses de P,Os. | e NI representam,
respectivamente, raizes com e sem indculo micorrizico.

O peso seco das folhas das alfaces inoculadas (Fig. 29) aumentou (p <0,05) de 31,4 para 34,6
g planta™ entre a aplicacdo de 0 e 100 kg ha™ de P,Os respectivamente. O peso seco das folhas
das alfaces ndo inoculadas aumentou (p <0,05) com a aplicacédo de doses crescentes de P,0s.
Para o0 mesmo teor de P,Os aplicado, apenas se encontraram diferencas significativas entre o
peso seco das folhas das alfaces inoculadas e ndo inoculadas com a aplicacio de 200 kg ha™
de P,0s.
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Figura 29. Peso seco das folhas da alface, 53 dias apds a transplantacdo, com raizes
inoculadas (1) e ndo inoculadas (NI), em resposta a aplicagdo do fosfato de Gafsa (0, 100 e
200 kg P,Os ha™) ao solo. Letras diferentes por cima das barras representam diferencas
significativas (p <0,05) entre as médias dos respectivos tratamentos.

Relativamente ao peso fresco das raizes da alface (Fig.30), para a aplicacdo de 0 e 200 kg ha™
de P,Os encontraram-se diferencas significativas (p < 0,05) entre as raizes inoculadas e nédo

inoculadas. Numericamente verificou-se que na 22 colheita o peso fresco das raizes inoculadas
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diminuiu com a aplicacdo de 100 e 200 kg ha™ de P,Os, respectivamente 5,5 % e 9,2 % em
relagdo ao tratamento de controlo sem P,Os Pelo contrério, o peso fresco das raizes ndo
inoculadas aumentou com a aplicagdo de 100 e 200 kg ha™ de P,Os, respectivamente 23,6 % e

35,8 % em relacdo ao tratamento de controlo (sem P,0s).
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200 | P20s
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Dias ap6s a transplantacéo

Figura 30. Peso fresco das raizes da alface, 28 e 53 dias ap0s a transplantagéo, inoculadas (I) e
ndo inoculadas (NI), em resposta & aplicagdo do fosfato de Gafsa (0, 100 e 200 kg P,Os ha™)
ao solo. Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05)
entre as médias dos respectivos tratamentos.

A aplicacdo de P,Os (Fig. 31a) ndo contribuiu significativamente para o aumento do peso
fresco das raizes verificando-se, no entanto, um aumento percentual de 7,1 % e de 10,3 %
com a aplicacdo de 100 e 200 kg ha™ de P,Os, respectivamente, em relagdo ao tratamento de
controlo sem P,0s. Também a aplicagdo de in6culo micorrizico (Fig. 31b) ndo contribuiu
significativamente para 0 aumento do seu peso fresco, tendo-se obtido nas raizes inoculadas

um peso superior 2,9 % em relacéo ao das raizes ndo inoculadas.
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Figura 31. Peso fresco das raizes da alface 53 dias apos a transplantacéo, (a) com aplicacéo de
fosforo no solo para a media de raizes inoculadas e ndo inoculadas e (b) com a inoculagéo
micorrizica das raizes para a média das diferentes doses de P,Os. | e NI representam,
respectivamente, raizes com e sem indculo micorrizico.
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O peso seco das raizes também ndo variou significativamente com aplicagdo de fosforo e com
a inoculagdo micorrizica (Fig. 32), no entanto os valores obtidos nas raizes inoculadas foram
superiores 22,9 % e 8,7 % em relacéo as ndo inoculadas com a aplicacdo de 0 e 100 kg ha™ de
P,Os, respectivamente, tendo-se verificado o oposto com a aplicacdo de 200 kg ha™ de P,Os

correspondendo a uma diferenca de 20 %.
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Figura 32. Peso seco das raizes da alface, 53 dias ap6s a transplantacdo, inoculadas (1) e ndo
inoculadas (NI), em resposta & aplicacéo do fosfato de Gafsa (0, 100 e 200 kg P,Os ha™) ao
solo. Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas (p <0,05)
entre as médias dos respectivos tratamentos.

3.2.3 Teor de nutrientes nas folhas e nas raizes da alface

Os valores obtidos para os teores de nutrientes nas folhas ndo apresentaram diferencas
significativas (p <0,05) entre tratamentos (Fig. 33). Numericamente verificou-se que para
qualquer tratamento com P,0s, 0 teor de N nas folhas das alfaces com raizes inoculadas foi
sempre superior em relacdo ao obtido nas alfaces com raizes ndo inoculadas; o teor de P nas
folhas das alfaces com raizes inoculadas diminuiu com a aplicacéo de 200 kg ha™ de P,Os ao
contréario do sucedido nas alfaces com raizes ndo inoculadas e, ainda nas alfaces com raizes
inoculadas, os teores de K, Ca, Mg e Fe aumentaram com a aplicacdo de doses crescentes de
P20s.
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Figura 33. Teor de nutrientes das folhas da alface, 53 dias ap0s a transplantacdo, com raizes
inoculadas (1) e ndo inoculadas (NI), em resposta a aplicacdo do fosfato de Gafsa (0, 100 e
200 kg P,Os ha™) ao solo. Letras diferentes por cima das barras representam diferencas
significativas (p <0,05) entre as médias dos respectivos tratamentos.

Nos teores de nutrientes nas raizes da alface (Fig. 34) também ndo se verificaram diferencas
significativas (p <0,05) entre os diferentes tratamentos. Com a aplicagdo da dose mais elevada
de P,0s no solo, o teor de N nas raizes inoculadas aumentou numericamente em relacdo aos
valores obtidos nos restantes tratamentos, ao contrario do sucedido nas raizes ndo inoculadas.
Em relacdo ao P, verificou-se que para qualquer tratamento com P,Os 0 seu teor nas raizes
inoculadas foi sempre numericamente superior ao encontrado nas raizes ndo inoculadas. Com
a aplicacdo das doses de 100 e 200 kg ha™ de P,Os os teores de P, K, Ca, Mg e Fe nas raizes
inoculadas foram iguais ou inferiores aos obtidos com o tratamento sem P,Os. Por outro lado,
nas raizes nao inoculadas os teores de P, K, Ca e Fe diminuiram com a aplicacdo de doses

crescentes de fosforo.
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Teor de nutrientes nas raizes da alface (g kg™)
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Figura 34. Teor de nutrientes nas raizes da alface, 53 dias ap6s a transplantacdo, inoculadas
(1) e ndo inoculadas (NI), em resposta a aplicacdo do fosfato de Gafsa (0, 100 e 200 kg P,Os
ha') ao solo. Letras diferentes por cima das barras representam diferencas significativas
(p <0,05) entre as médias dos respectivos tratamentos.
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4. DISCUSSAO

4.1 Crescimento da alface em solos de agricultura bioldgica e convencional

4.1.1 Peso fresco e peso seco da alface

A fertilizacdo orgéanica beneficia a producdo da alface (Manojlovic, 2009; Silva, 2010; Porto,
2008) no entanto nesta experiéncia, os valores de producdo da alface diminuiram com a
aplicacdo de doses crescentes de adubo organico Phenix (0, 2 e 4 t ha™) em que a dose
méaxima originou valores de producao significativamente (p < 0,05) inferiores em relacdo ao
tratamento sem fertilizacdo. O efeito nefasto do Phenix na produtividade da alface explica-se
pela sua elevadissima condutividade eléctrica, 50,1 dS m™, que tera afectado a absorcdo de
agua pelas plantas, por sua vez sensiveis a salinidade. Por outro lado também o elevadissimo
teor de N-NH,", 18394 mg kg™ ms, que nestas concentracées é toxico, prejudicou a producéo

da alface.

O solo bioldgico apresentou uma maior resisténcia ao efeito prejudicial do Phenix em
comparacdo com o solo convencional contribuindo para quebras na producdo de alface que
ndo foram significativas entre os diferentes tratamentos, e para produtividades sempre
superiores em comparacdo com os obtidos com o SC, quando se aplicou o adubo Phenix. Tal
resisténcia foi provavelmente devido as suas caracteristicas sendo relevante o seu maior teor
de MO (64,5 g kg™ ms), em comparacio com o do solo convencional (26,5 g kg™ ms). A MO
do SB tera contribuido para uma elevada capacidade de troca catidnica no solo permitindo
uma maior disponibilidade de nutrientes para além de constituir também uma reserva de
nutrientes (Yilmaz, 2010). O maior teor de MO teré provavelmente contribuido, também, para
uma boa permeabilidade e capacidade de retencdo de agua (Bayu, 2006) satisfazendo mais
facilmente as necessidades hidricas da cultura. Além disso, a MO contribui para uma menor
compactacdo do solo (Mamman, 2007) que, juntamente com o facto de o SB também ser
menos denso do que o SC, favoreceu um maior desenvolvimento das raizes que apresentaram

um peso superior ao das raizes das alfaces produzidas em SC.

No peso seco da alface, tanto das folhas como das raizes, o efeito prejudicial do Phenix ja ndo
se manifestou de forma significa, o que confirma que o0 prejuizo na producdo estaria

relacionado com a maior dificuldade na absor¢éo de agua na presenca do Phenix.

A maior fertilidade do SB em relacdo ao SC podera estar relacionada com os teores mais
elevados de MO e de N total do SB em comparagdo com o SC, e com a maior actividade
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bioldgica do SB, como refere Silguy (1994), e que nesta experiéncia, se confirmou
relativamente ao desenvolvimento dos FMA (Gryndler et al., 2006). Em ambos os solos
verificou-se a presenca de coloniza¢do micorrizica nas raizes das alfaces no entanto, no solo
bioldgico, para além de a percentagem de micorrizacdo ser muito reduzida, mesmo no solo
ndo fertilizado, a accdo dos FMA podera ter sido afectada pelo efeito tdxico da aplicacdo de

Phenix.

4.1.2 Colonizacdo micorrizica das raizes da alface

A percentagem de colonizacdo micorrizica das raizes das alfaces produzidas com SB foi
superior a verificada nas alfaces produzidas com SC, em mais do dobro, correspondendo a
uma diferenca muito superior a de 30 % referida por Madder et al. (2000) apds comparar a
percentagem de colonizacdo em culturas horticolas produzidas no modo de producédo
biolégico com culturas no modo de producdo convencional. Esta diferenca podera ser
explicada pelo facto de em agricultura biolédgica os solos possuirem uma maior diversidade de
fungos e maior desenvolvimento do micélio dos FMA em rela¢do aos solos de agricultura
convencional, que permite a aplicacdo intensiva de fertilizantes nefastos aos FMA como
refere He (2007).

O decréscimo da percentagem de colonizagdo das raizes com a aplicagdo de doses crescentes
de adubo (0, 2 e 4 t ha™) pode estar relacionado com o facto de os FMA existirem em maior
guantidade na forma de esporos com o aumento da fertilizagdo, como referem Gryndler et al.
(2001) e esta de acordo com os resultados de diversos autores, nomeadamente Azcon et al
(2003) que verificaram a inibicdo da colonizagcdo micorrizica em alfaces com aplicagdo de
niveis elevados de N e P no solo pois com a aplicacdo do adubo Phenix forneceu-se um
elevado teor de N-NH," aos solos e, em relacdo ao P, tanto o SB como o SC apresentaram

valores muito elevados de P,Os, 463,54 e 406,52 mg kg™ ms respectivamente.

4.1.3 Teor de nutrientes na alface

Os teores de macronutrientes encontrados nas folhas das alfaces estdo de acordo com o0s
valores indicados para a alface por Varennes (2003) salientando-se porém a caréncia de N nas
folhas das alfaces em SB ndo fertilizado, a caréncia de P nas folhas das alfaces em SC néo
fertilizado e o reduzido teor de K nas folhas das alfaces em SC. Em ambos os solos a relagéo
N/P foi superior nas folhas (4,5 no SB e 5,4 no SC) em relacdo as raizes (3 no SB e 4,1 no
SC). Por outro lado a relagdo N/Ca foi superior nas raizes (1,9 no SB e 2,1 no SC) do que nas
folhas (1,2 no SB e 1,3 no SC).

53



4.2 Crescimento da alface com aplicacdo de in6culo micorrizico e fosfato de Gafsa

O teor de N nas folhas da alface foi numericamente superior nas plantas inoculadas em
relacdo as plantas ndo inoculadas, estando este resultado de acordo com as experiéncias de
Frey and Schuepp (1993) no milho. Nas alfaces inoculadas a concentracdo de N nas folhas foi
superior em relacdo as raizes o que esta de acordo com os resultados de Subremanian et al.
(1999) reveladores da importancia dos FMA na translocagdo de N das raizes para as folhas.

Lambert et al. (1979) referiram que para reduzidos ou elevados valores de P no solo a
absorcéo dos nutrientes catides em plantas colonizadas por FMA é variavel e depende do tipo
de planta e da espécie ou isolado fingico que estabelece a simbiose. Nesta experiéncia, para
reduzidos valores de P a absor¢do de K, Ca e Mg nas alfaces inoculadas foi numericamente

inferior ou igual em relacéo as alfaces ndo inoculadas.

Em relacdo a producdo de alface verificou-se um aumento significativo com a aplicacdo de
100 e 200 kg ha™ de P,Os em comparagdo com o tratamento controlo (sem P,Os). No entanto,
ndo se verificaram diferencas significativas entre a producdo de alfaces com e sem indculo
micorrizico. Por outro lado, com a méaxima aplicacdo de P o peso seco das folhas e 0 peso
fresco das raizes da alface diminuiram significativamente nas plantas inoculadas em relagédo
as nao inoculadas. Pelo contrério, com aplicagdes menores de P tanto o peso seco das folhas
como o peso fresco das raizes apresentaram valores iguais nas alfaces inoculadas e néo
inoculadas. Este facto também se verificou em relacdo ao teor de P encontrado nas folhas,
apesar de ndo existirem diferencas significativas entre os diferentes tratamentos. Estes
resultados estdo de acordo com as conclusdes das experiéncias de Azcon et al. (2003)
segundo as quais a aplicacdo de doses elevadas de N e P pode reduzir ou até eliminar o efeito

benéfico dos FMA na fertilizacdo da alface.
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5. CONCLUSOES

No primeiro ensaio deste trabalho constatou-se que a fertilizacdo organica de alface através da
aplicacdo do adubo Phenix, prejudicou a producdo no solo bioldgico e no solo convencional,
porque a elevadissima condutividade eléctrica e o elevadissimo teor de amonia deste adubo

terdo tido um efeito fitotoxico para as alfaces.

A elevada qualidade do solo de agricultura biolégica demonstrada pela sua capacidade de
resisténcia as perturbacbes provocadas pelo adubo Phenix, permitiu a obtencdo de uma
producdo da alface significativamente superior a verificada no solo convencional. O elevado
teor de MO e a menor densidade do solo bioldgico, em relagdo ao solo convencional, foram
fundamentais para a sua maior fertilidade também relacionada com a elevada actividade
bioldgica que terda beneficiado o desenvolvimento dos FMA e uma maior colonizacdo

micorrizica das alfaces, em comparacdo com o solo convencional.

A percentagem de coloniza¢do micorrizica das alfaces nos dois solos foi muito reduzida e
diminuiu com a aplicacéo de doses crescentes de adubo organico (0, 2 e 4 t ha™), pelo que o

seu contributo para a produtividade das alfaces terd sido minimo ou mesmo nulo.

No segundo ensaio a aplicacdo de doses crescentes de fosforo resultou em aumentos
significativos da produgédo de alface sem no entanto se verificarem diferengas significativas
entre as alfaces inoculadas e as ndo inoculadas. Com a aplicacdo de 200 kg ha™ de P,Os 0
efeito prejudicial do excesso de fésforo nas alfaces com indculo micorrizico foi visivel no
peso seco das folhas e no peso fresco das raizes para 0s quais se obtiveram valores inferiores
(p <0,05) em comparacdo com as alfaces ndo inoculadas. Este facto sugere que doses elevadas
de fosforo possam ter um possivel efeito inibidor da accdo benéfica dos FMA na fertilizacao
da alface. A verificacdo desta hipotese implicaria a quantificacdo da colonizacdo micorrizica

das alfaces.

S&0 necessarias mais experiéncias para um maior conhecimento sobre as micorrizas de forma
a aproveitar melhor a sua eficiéncia na nutricdo e produtividade das culturas no modo de

producéo bioldgico.
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