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RESUMO

Na agricultura, além da disponibilidade da &gua, a disponibilidade de nitrogénio é
geralmente considerada o fator mais limitante para o crescimento de plantas no seu ambiente
natural. Apesar de sua importancia e de ser requerido em quantidades significativas pelos seres
vivos, este elemento é encontrado na natureza em abundancia em uma forma quimicamente
muito estavel (predominantemente na forma de gas nitrogénio, N2), fazendo-se necesséria a
transformag¢do para uma forma ‘“combinada” com o hidrogénio (H) que facilite sua
assimilacdo. As plantas podem adquirir o nitrogénio “combinado” a partir de diferentes fontes
sintéticas (processo Haber Bosch) e naturais, como os raios; e a fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN). A FBN constitui a principal via de incorporagdo do nitrogénio a biosfera, tornando-se
um processo bioldgico determinante para a vida na terra, de igual importancia a fotossintese e
a respiracdo. Com o intuito de reduzir os efeitos adversos dos fertilizantes sintéticos, manter e
aumentar a fertilidade dos solos, contribuir com a nutri¢cdo das culturas e melhor aproveitar a
FBN, tém-se avaliado o potencial dos fertilizantes bioldgicos. Neste contexto, o potencial de
organismos fixadores de nitrogénio que habitam a filosfera de culturas horticolas é ainda pouco
conhecido. Neste trabalho, testou-se a aplicacdo de um bioestimulante comercial com
microrganismos que colonizam a filosfera na cultura da alface (Lactuca sativa L.) e avaliou-se
a capacidade de fixacdo de nitrogénio do microrganismo e sua contribuicdo para a cultura. O
experimento decorreu no municipio de Braganca, regido de Tras-os-Montes, nordeste de
Portugal. Para a conducéo do experimento utilizou-se um delineamento fatorial com dois
fatores: fertilizacdo nitrogenada, com quatro niveis de fator (D1, D2, D3 e D4, a que
correspondem 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™); e um produto comercial com Methylobacterium
symbioticum, com dois niveis de fator (Com e Sem). De cada tratamento foram incluidas quatro
repeticdes. Realizaram-se dois ciclos de cultivo. Ao longo do experimento determinou-se a
intensidade da cor verde das folhas. As plantas foram coletadas e levadas a estufa, até atingirem
peso constante, pesadas, moidas, e levadas ao laboratério para determinacdo da biomassa
produzida e avaliacdo da composicdo elementar dos tecidos. De modo geral, os resultados
permitiram atribuir ao tratamento Com Microrganismo um incremento na producéo de matéria
seca (11,4 contra 9,8 g vaso™ no primeiro ciclo e 14,6 contra 10,7 g vaso™ no segundo ciclo),
area foliar (99,4 dm? contra 69,3 dm2 no primeiro ciclo) e indice de clorofila (medido por
leituras SPAD, nos valores de 27,8 contra 25,0 no primeiro ciclo) em comparacdo com as
plantas de alface ndo inoculadas. Para os demais parametros avaliados (teor de nitratos e macro
e micronutrientes nos tecidos), apesar dos valores ndo diferirem estatisticamente, os resultados
obtidos nas plantas com microrganismo mantiveram uma tendéncia favoravel quando
comparados ao tratamento sem microrganismo. Ainda assim, recomenda-se a realizacdo de
novos estudos para avaliar a eficacia do produto comercial a base de Methylobacterium
symbioticum para esta e outras culturas.

Palavras-chave: Lactuca sativa L.; Methylobacterium symbioticum; agricultura sustentavel;
biofertilizantes; bioestimulantes; fixacdo biologica de nitrogénio.



ABSTRACT

In agriculture, in addition to water, nitrogen availability is generally considered the most
limiting factor for plant growth in their natural environment. Despite its importance and being
required in significant quantities by living beings, this element is found in nature in abundance
in a chemically very stable form (predominantly in the form of nitrogen gas, N2), making it
necessary to transform into a form “combined” with hydrogen (H), that facilitates its
assimilation. Plants can acquire “combined” nitrogen from different synthetic (Haber Bosch
process) and natural sources, such as lightning; and biological nitrogen fixation (BNF). The
BNF constitutes the main way of incorporation of nitrogen into the biosphere, becoming a
biological process determinant for life on earth, of equal importance to photosynthesis and
respiration. To reduce the adverse effects of synthetic fertilizers, maintain and increase soil
fertility, contribute to crop nutrition, and make better use of BNF, the potential of biological
fertilizers has been evaluated. In this context, the potential of nitrogen-fixing organisms that
inhabit the phyllosphere of horticultural crops is still poorly understood. In this work, the
application of a commercial biofertilizer with microorganisms that colonize the phyllosphere
in the lettuce crop (Lactuca sativa L.) was tested and the nitrogen fixation capacity of the
microorganism and the increase in production of this crop evaluated. The experiment took place
in the municipality of Braganca, region of Tré&s-os-Montes, northeast of Portugal. In the
experiment, a factorial design with two-factors was used: nitrogen fertilization, with four-factor
levels (D1, D2, D3 and, D4, corresponding to 0, 0.33, 0.66, and, 1.32 g N pot™); and commercial
product with Methylobacterium symbioticum with two-factor levels (With and Without). From
each treatment, four replicates were included. Two cultivation cycles were carried out.
Throughout the experiment, the intensity of the green color of the leaves was determined. The
plants were collected and taken to the greenhouse until they reached constant weight, weighed,
ground, and taken to the laboratory to determine the biomass produced and evaluate the
elemental composition of the tissues. In general, the results allowed to attribute to the treatment
with microorganism an increase in the production of dry matter (11.4 against 9.8 g vase-1 in
the first cycle and 14.6 against 10.7 g vase-1 in the second cycle), leaf area (99.4 dm? versus
69.3 dmz in the first cycle) and chlorophyll index (measured by SPAD readings, in the values
of 27.8 versus 25.0 in the first cycle) compared to uninoculated lettuce plants. For the other
parameters evaluated (nitrate content, and macro and micronutrients in the tissues), although
the values did not differ statistically, the results obtained in plants with microorganism
maintained a favorable trend when compared to the treatment without microorganism. Even so,
further studies are recommended to evaluate the effectiveness of the commercial product based
on Methylobacterium symbioticum for this and other cultures.

Key words: Lactuca sativa L.; Methylobacterium symbioticum; sustainable agriculture;

biofertilizers, plant biostimulants; biological nitrogen fixation.
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1. INTRODUCAO

Na agricultura, além da disponibilidade da agua, a disponibilidade de nitrogénio é
geralmente considerada o fator mais limitante para o crescimento de plantas no seu ambiente
natural. Esta importancia é decorrente ao fato de o nitrogénio ser um importante componente
das clorofilas (pigmentos indispensaveis a fotossintese), assim como dos aminoacidos (0s
principais constituintes das proteinas, incluindo enzimas) e muitos outros componentes
essenciais ao crescimento de plantas (Barros, 2020). Desta forma, as plantas respondem
rapidamente ao nitrogénio aplicado como fertilizante, o que o torna cada vez mais importante

para a agricultura.

Por este motivo, a utilizacdo da adubacéo nitrogenada mineral na agricultura é cada vez
mais comum e muitas vezes inevitavel, entretanto, representa um custo significativo na
producdo e, quando em excesso, este pode tornar-se um fator poluente, alterando o equilibrio
ecologico, causando impactos negativos no ambiente e na sociedade (Cui et al., 2014). Com o
intuito de reduzir os efeitos adversos dos fertilizantes sintéticos, manter e aumentar a fertilidade
dos solos, e contribuir com a nutrigdo das culturas, tém-se avaliado o potencial dos fertilizantes

bioldgicos.

Além disso, a procura por alimentos mais saudaveis, livres de possiveis contaminantes
quimicos que venham da utilizacdo excessiva de agroquimicos tem se elevado. Paralelamente,
também se tem voltado a uma producdo menos dependente dos recursos nao renovaveis e menos
poluentes. Neste contexto, 0s questionamentos referentes as formas de fertilizacéo das culturas,
especialmente das horticolas, revestem-se de elevada importancia para fazer frente a crescente
demanda de alimentos por parte da populacdo que vem crescendo de forma exponencial.
Incrementa-se na agricultura o uso de préaticas agricolas que visam o fomento da fixacao
biolégica do nitrogénio, elemento essencial para o desenvolvimento de uma agricultura

sustentavel.

A fixacdo bioldgica contribui para sustentabilidade da producéo de alimentos de forma
direta, onde o nitrogénio fixado é consumido através do produto cultivado, ou indiretamente,
fornecendo nitrogénio ao solo e ao ecossistema agricola, ndo dependendo de recursos exdgenos,
nomeadamente, fertilizantes nitrogenados sintéticos. No que diz respeito a producdo de
horticolas, a fixacdo biologica de nitrogénio demonstra ainda mais potencial. Estes produtos

apresentam grande resposta a adubacdo nitrogenada, entretanto, em condigcdes de elevada
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disponibilidade, acumulam o nitrogénio em seus tecidos na forma de nitratos e sdo consumidos
in natura. Tais caracteristicas reforcam a necessidade da atencdo quanto a fertilizacdo
nitrogenada e a necessidade de exploracdo de novas formas de fornecer nutrientes as culturas

horticolas.

Ainda, apesar de os organismos fixadores de nitrogénio ter um papel muito relevante na
agricultura na medida em que permitem reduzir grandemente a aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados, do ponto de vista comercial os rizébios, que se usam para inocular as sementes
das leguminosas, possuem expansdo generalizada. O potencial de organismos fixadores de
nitrogénio que habitam a filosfera de culturas horticolas € ainda pouco conhecido.

2. OBJETIVOS

Diante do exposto, neste trabalho, testa-se a aplicacdo de um bioestimulante comercial
com microrganismos que colonizam a filosfera na cultura da alface. E avaliada a capacidade de

fixacdo de nitrogénio do microrganismo e o efeito na producdo da cultura da alface.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisdo bibliogréfica sdo apresentadas informacdes tedricas sobre 0s temas que
permitem facilitar a compreenséo da pesquisa, contextualizar a necessidade do estudo e destacar

a importancia do mesmo, bem como ajudar a interpretar os resultados.

3.1. AGRICULTURA ORGANICA

Desde os tempos histdricos a agricultura tem sido orientada para a producdo e é
dependente da disponibilidade de recursos naturais. A notoria expansdo da demanda mundial
por 4gua (50%), alimentos (35%) e energia (40%) até 2030 (Embrapa, 2018), & um fendmeno
que se intensificou nos Ultimos anos e pode ser explicada pelo aumento populacional nos paises
em desenvolvimento, do aumento da expectativa de vida, da intensa urbanizacdo e das

mudancas comportamentais e econdmicas dos consumidores.

Diante deste cenério, o desejo de maximizar o rendimento e minimizar os custos de
producdo, aliado as novas tecnologias provocaram uma marcada intensificacdo da agricultura
nas Gltimas quatro décadas. Paralelamente — mas ndo proporcionalmente — nos Ultimos anos

tomou-se consciéncia de que essa intensificacdo ameaca o equilibrio dos ecossistemas.

Mundialmente busca-se estabelecer uma relacdo mais equilibrada entre populagéo e
ambiente, os componentes de producdo de alimentos e energia. Neste ambito, destacam-se 0s
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos sob a coordenacdo da
Organizacao das Nagdes Unidas (ONU), com o proposito de até 2030, garantir um planeta mais
prospero, equitativo e saudavel (UNESCO, 2015). No centro desta agenda mundial, estdo a

agricultura e alimentacao.

Nesta linha, a agricultura brasileira terd um papel protagonista, tendo em vista que nas
ultimas cinco décadas, o pais tornou-se um dos maiores produtores e exportadores mundiais de
alimentos. O Brasil continua investindo em processos de intensificacdo da produgéo,
atualmente com vertente sustentavel (Embrapa, 2018), destacando-se a produgéo de duas safras
por ano em mesma area, sistema plantio direto (SPD), recuperacdo de pastagens degradadas,
sistemas integrados de producdo agropecuaria (SIPA), reflorestamento, tratamento de dejetos

animais e a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN).
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A agricultura sustentavel ndo leva em consideracdo a sustentabilidade do meio ambiente
de maneira isolada, mas também do sistema social que depende da producédo, de forma que
sejam aplicadas medidas benéficas e viaveis para ambos (Altieri, 2018). Portanto, a agricultura
deve tender a intensificacdo sustentavel e, para alcanca-la, inUmeras medidas estdo sendo
promovidas para ajudar a mitigar seus efeitos (Vesperinas, 2021).Neste mesmo contexto, a
politica agricola da UE introduziu um termo de “agricultura sustentavel” como uma das
prioridades para o desenvolvimento de um modelo agricola que respeite o0 meio ambiente, como

uma forma de conseguir maior producdo, com o minimo de degradacéo.

O modo de produg&o bioldgico relaciona-se com a agricultura sustentavel,Esta forma de
agricultura ¢ conhecida no Brasil e em paises de lingua inglesa como “agricultura organica”, na
Espanha e na Dinamarca ¢ chamada de “agricultura ecoldgica” e de “agricultura natural”, no

Japédo (Agrobio, 2020). Apesar de algumas diferencas, ambas possuem principios comuns.

Segundo o Codex Alimentarius (Commission, FAO/WHO, 1999), “Agricultura
Biologica” define-se como um sistema de producdo que promove e melhora a saude do
ecossistema agricola, ao fomentar a biodiversidade, os ciclos bioldgicos e a atividade bioldgica
do solo. Privilegia o uso de boas préticas de gestdo da exploracdo agricola tendo em conta que
os sistemas de producao devem ser adaptados as condicdes regionais. Isto é conseguido, sempre
que possivel, através do uso de métodos culturais, bioldgicos e mecanicos em detrimento da

utilizacdo de materiais sintéticos.

Como alternativa a agricultura dos dias de hoje amplamente praticada, a agricultura
bioldgica comeca a implementar-se no mundo e em Portugal através de diferentes maneiras e
possui como objetivo promover mudancas tecnoldgicas e filosoficas na agricultura. Dentro das
diversas questdes que remetem cada vez mais para a adocao de préaticas agricolas sustentaveis,
como a agricultura bioldgica, com a finalidade de reduzir o impacto causado pela exploragdo
agricola no meio ambiente esta 0 uso e as fontes de fertilizantes, principalmente no que diz

respeito aos fertilizantes nitrogenados (DGADR, 2017).

Atualmente na agricultura discute-se a necessidade de reduzir o uso de fertilizantes
quimicos, devido ao seu impacto no meio ambiente, principalmente quando mal manejados ou
aplicados em excesso (Sharma, 2005). A fim de evitar poluir os recursos naturais, no modo de
producdo biolégico ndo é permitido o uso de fertilizantes minerais nitrogenados e existe um
limite maximo de estrume a ser aplicado por hectare relacionado ao teor de nitrogénio contido
neste (Forcelini, 2020).
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Estas mudancas e parametros estabelecidos séo viaveis através do uso de técnicas ja
conhecidas e indispensaveis ao sistema, como: construcao e manutencgéo da fertilidade do solo;
preservacdo da estrutura do solo; utilizacdo de técnicas de cultivo adequadas; utilizacdo de
organismos auxiliares para cultivo (biofertilizantes e bioestimulantes); e controle de pragas e

doencas, que conciliem a existéncia da agricultura e da pecuéria.

3.2. FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

Além da disponibilidade da agua, a disponibilidade de nitrogénio (N) é geralmente
considerada o fator mais limitante para o crescimento de plantas no seu ambiente natural
(Vieira, 2017). Esta importancia é decorrente ao fato de o nitrogénio um importante
componente das clorofilas (pigmentos indispensaveis a fotossintese), assim como dos
amino&cidos (os principais constituintes das proteinas, incluindo enzimas) e muitos outros
componentes essenciais ao crescimento de plantas (Barros, 2020). Desta forma, as plantas
respondem rapidamente ao nitrogénio aplicado como fertilizante, o que o torna cada vez mais

importante para a agricultura.

Apesar de sua importancia e de ser requerido em quantidades significativas pelos seres
vivos, este elemento é encontrado na natureza em abundancia em uma forma quimicamente
muito estavel (predominantemente na forma de gas nitrogénio, N2) na atmosfera da Terra que
limita sua pronta assimilacdo pela maioria dos seres vivos (Vieira, 2017). Desta forma, é
necessaria a transformagdo para uma forma “combinada” com o hidrogénio (Hz) que facilite
sua assimilacdo. Assim, antes que o nitrogénio possa ser utilizado pela maioria dos seres vivos,
as ligacbes da molecula praticamente inerte de N2 precisam ser rompidas, e deve ser
transformada em moléculas mais reativas, como N-amoniacal ou N-nitrico para ser utilizado
(Rocha e Cardoso, 2021).

As plantas podem adquirir 0 nitrogénio “combinado” a partir de diferentes fontes, das
quais se podem citar: a adubacdo nitrogenada com a aplicacdo de aménia e/ou nitrato (do
processo Haber-Bosch); o uso de excrementos animais (cama de aviario, esterco bovino...); a
decomposic¢éo dos residuos vegetais e da matéria orgénica do solo; a conversao de nitrogénio
atmosférico atravées de processos naturais, como os raios; e, por fim, a FBN. De qualquer modo,
a reducdo do nitrogénio atmosférico € um processo complexo que requer um grande gasto de

energia para ocorrer (Vieira, 2017)
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Neste contexto, a FBN constitui a principal via de incorporagdo do nitrogénio a biosfera
(Vance, 2001; Graham e Vance, 2003). Anualmente estima-se que a contribui¢cdo global da
FBN nos diferentes ecossistemas seja de cerca de 258 milhGes de toneladas de N, e na
agricultura, estima-se uma contribuicdo em 60 milhdes de toneladas (Embrapa, 2018). Este €
um valor superior ao fixado industrialmente (Cooper e Scherer, 2012) e resulta em efeitos
positivos no ambiente e na economia. Segundo Stevenson (1986) seus beneficios colocam a
FBN como processo bioldgico determinante para a vida na terra, de igual importancia a

fotossintese e a respiracéao.

A FBN, descoberta por Beijerinck em 1901 (Beijerinck, 1901), é realizada por um grupo
especializado de procariotos que apresentam a enzima nitrogenase funcional. Esses organismos
utilizam a enzima nitrogenase para catalisar a conversdo do nitrogénio atmosférico em amonia
(NHz), a qual pode ser prontamente assimilada pelas plantas para produzir as biomoléculas
nitrogenadas (Santos, 2015). Estes organismos sdo denominados diazotréficos e sua agdo
garante um reservatorio inesgotavel de nitrogénio na atmosfera. A FBN promove equilibrio no
ecossistema, a reducdo de aplicacdo de fertilizantes nitrogenados e consequentemente, a
reducdo do uso de combustiveis fosseis necessarios para producao de energia gasta pela cadeia
produtiva destes fertilizantes (MAPA, 2016) e ainda, possibilita o desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel, menos agressiva ao meio ambiente. A fixacdo bioldgica é realizada

naturalmente por microrganismos de vida livre ou simbiontes (Damo, 2019)

Este processo é particularmente importante na préatica da agricultura bioldgica, na qual
ndo sao utilizados fertilizantes quimicos (Varennes, 2003) e de igual modo para uma agricultura
sustentavel (Embrapa, 2018), pois, o processo Haber-Bosch (que combina nitrogénio e
hidrogénio, formando aménia ou produzindo outros compostos como uréia), tem alta demanda
de combustivel fossil, sendo necessérias cerca de 1,3 toneladas de combustivel fossil para fixar
1 tonelada de nitrogénio em alta pressdo (35 a 100 MPa) e temperatura (300 a 400 °C).
Considerando a alta demanda por fertilizantes nitrogenados pela agricultura, o requerimento de
energia para a producdo destes fertilizantes corresponde entre 1 e 2% do suprimento mundial
de energia anual e gera mais de 300 milhdes de toneladas métricas de dioxido de carbono (COz)
(Vieira, 2017).

Além do alto consumo de combustiveis, o uso de doses elevadas deste tipo de fertilizante
sintético predispbe a contaminacdo de solos, da agua e alimentos por nitratos e nitritos

resultando em graves problemas humanitarios e ambientais. (Amado et al., 2000; Cui et al.,
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2014). Portanto, a promogéo da FBN nos agrossistemas apresenta efeitos positivos no ambiente,
na sociedade e na economia (Embrapa, 2018).

3.2.1. Sistemas fixadores

A FBN consiste na conversdo ou redugdo enzimética do N2 atmosférico em amoénia e é
restrita a uma porcao dos organismos procariotos. Estes microrganismos foram designados de
diazotroficos (azoe — azoto (nitrogénio); trofos — alimentacdo) (Santos, 2015) e possuem 0
complexo enzimatico nitrogenase a partir do qual conseguem transformar o nitrogénio
atmosférico em nitrogénio utilizavel pelas plantas (Santos, 2015). Podem caracterizar-se trés
grupos distintos de bactérias fixadoras de nitrogénio/diazotrofos: organismos de vida livre;
associativos (endofiticos facultativos ou obrigatorios); e simbidticos (Evans e Burris, 1992). A
diversidade existente entre os grupos garante a continuidade dos processos de FBN em um
determinado ecossistema, assim como sua ocorréncia nos mais diferentes habitats terrestres
(Moreira et al., 2010).

3.2.1.1. Diazotréfos de vida livre

Os diazotrofos de vida livre foram os primeiros a serem reconhecidos e fixam o
nitrogénio para seu proprio uso (Evans e Burris, 1992). Deste modo, ndo necessitam estabelecer
associacles simbidticas com plantas, podendo citar-se as bactérias dos géneros Clostridium,

Azotobacter, Beijerinckia, Rhodospirillum e algas verde-azuladas.

Com a excecdo das bactérias fotossintéticas (do género Rhodospirillum) e
cianobactérias (algas verde-azuladas) que fixam nitrogénio, a maioria das bacterias
diazotroficas de vida livre sdo heterotroficas (ou seja, ndo sdo autossustentaveis por nao
produzir sua propria fonte de energia) requerendo ecossistemas capazes de prover uma fonte de
carbono utilizavel, necessario para a fixacdo de nitrogénio (Marin et al., 1999). Devido a
escassez de fontes adequadas de carbono e energia para esses organismos, sua contribuicdo para
as taxas globais de fixacdo de nitrogénio é geralmente considerada pequena. Entretanto, em

sistemas com manutencdo de um ambiente com caracteristicas favoraveis, como alto teor de
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carbono e baixo teor de nitrogénio, permite otimizar a atividade dos organismos de vida livre

resultando em uma maior contribuicao.

As bactérias fotossintéticas do geénero Rhodospirillum e as algas verde-azuladas,
também fotossintéticas, encontram-se em diferentes solos. No entanto, ambientes que possuem
solos mal drenados tornam a acdo destas bactérias mais eficiente e explicam valores
interessantes de FBN em arrozais, em especial no caso em que aquelas algas se encontrem

associadas a fetos aquaticos do género Azolla (Santos, 2015).

As bactérias fixadoras de nitrogénio aerdbias, que tém um alto nivel de respiracédo, sao
favorecidas em solos alcalinos bem arejados com teores elevados de matéria organica e fosforo
(P). A melhor temperatura para a atividade destas bactérias é proximo aos 30 °C, fazendo com
que as quantidades de nitrogénio fixadas sejam superiores em climas quentes e terrenos aridos.
Em climas temperados, que apresentam temperaturas mais amenas podem fixar 10 a 20 kg
nitrogénio ha! ano! (Yague, 1999). Fazem parte deste grupo dois géneros da familia

Azotobacteraceae, Azotobacter e Azomonas.

3.2.1.2. Diazotréfos associativos

Algumas espécies fixadoras de nitrogénio podem ser encontradas em grandes
populacdes e além de colonizar abundantemente a rizosfera, sdo capazes de invadir o cortex e
colonizar tecidos internos em diversas espécies vegetais (Schepers e Raun, 2008). Quando essas
bactérias/diazotr6fos associadas aos vegetais habitam o interior da planta hospedeira e
contribuem para o crescimento do vegetal sem causar dano aparente, sdo chamadas de
endofiticas (Dutta et al., 2014; Gouveia et al., 2020; Joo et al., 2021). Estas caracteristicas
permitem dividi-los entre os endofiticos facultativos (podem colonizar tanto a rizosfera como
o interior das raizes) e os endofiticos obrigatorios (colonizam o interior das raizes). A
colonizagdo do interior dos tecidos das plantas pode conferir uma vantagem ecoldgica sob as

bactérias que colonizam a rizosfera (Lodewyckx et al., 2002).

O interior dos tecidos das plantas fornece aos endofiticos um ambiente mais uniforme e
protegido de condi¢Bes ambientais extremas encontradas na superficie das raizes das plantas ou
no solo. Por estes mesmos motivos, estes microrganismos apresentam grande capacidade de

FBN, por estarem protegidos do oxigénio, podendo expressar todo o seu potencial para a
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fixacdo de nitrogénio (Lodewyckx et al., 2002). As plantas podem ser colonizadas

simultaneamente por uma grande variedade de bactérias.

Microrganismos facultativos podem alternar entre plantas e o0 ambiente, demonstrando
um estadio bifasico em seu ciclo de vida (Hardoim et al., 2008). As bactérias estabelecidas
endofiticamente apresentam, além da melhoria da nutri¢do nitrogenada via FBN, a capacidade
de interferir positivamente no crescimento da planta hospedeira. Estes microrganismos podem
atuar no biocontrole de fitopatdgenos e auxiliar a supressdo de doencas por inducdo de
resisténcia (Santos e Varavallo, 2011). Através da solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros
nutrientes do solo e da producéo e/ou alteragéo da concentracdo de hormonios vegetais, como
0 acido indol acético, acido giberélico, citocininas e etileno (Santos e Varavallo, 2011) atuam

na promocao do crescimento vegetal (Mirza et al., 2001).

Alguns exemplos mais conhecidos destes organismos sdo associados a cana de agucar,
sorgo e milho, como Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum spp. e também ao arroz,
como o0s geéneros Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Pseudomonas e Rhizobium (Rai, 2009). Segundo Lodewyckx et al. (2002), bactérias endofiticas
facultativas podem ser encontradas colonizando tanto monocotiledéneas como dicotiledoneas.
Como acontece com muitos diazotrofos de vida livre, os diazotrofos endoéfiticos facultativos

normalmente ndo excretam NH4* (Schepers e Raun, 2008).

Os endofiticos obrigatorios sdo microrganismos estritamente dependentes da associacao
com a planta para crescimento e sobrevivéncia (Hardoim et al., 2008). Entre os endofiticos
obrigatdrios, encontram-se bactérias dos géneros Azospirillum, Gluconacetobacter, Azoarcus,

Herbaspirillum e Burkholderia.

3.2.1.4.1. Associagdes ndo simbidticas na filosfera

Existe uma diversidade de associagcdes de microrganismos com plantas, algumas das
quais estabelecidas na filosfera. A filosfera corresponde a superficie das plantas, nomeadamente
a parte aérea das plantas vasculares, fazendo deste modo, analogia a rizosfera (Newton et al.,
2010), podendo referir-se a superficie adaxial e abaxial da folha, e em alguns casos, a folha
completa, incluindo o ambiente interno (Mayz-Figueroa, 2004). Pode ainda incluir uma

pequena fracdo representada pelas flores, os frutos e os ramos.
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A diversidade microbiana da filosfera apresenta uma magnitude muito superior a
esperada, uma vez que as folhas geralmente sdo consideradas um ambiente relativamente
indspito aos microrganismos (Lambais et al., 2006). Apesar da frequente exposicao as variagdes
de temperatura, humidade, radiacdo ultravioleta e baixa disponibilidade de nutrientes, este € um
habitat bastante denso e diversificado. Este habitat inclui, na sua maioria, bactérias, mas
também algumas leveduras, fungos, oomycetes e algas (Lindow e Brandl, 2003). A populacéo
e a composicdo podem ser influenciadas por inimeros fatores abioticos e pela planta hospedeira
(Vorholt, 2012), uma vez que a microbiota € distinta a cada espécie de planta, podendo haver
até mesmo uma variacdo entre as diferentes folhas de um mesmo individuo (Lambais et al.
2006).

Os microrganismos na filosfera podem colonizar a planta epifiticamente (colonizacao
da superficie) ou endofiticamente (colonizacdo dos tecidos internos (Lindow e Brandl, 2003).
De modo geral, as bactérias mais abundantes nas folhas sdo as pigmentadas (Methylobacterium
mesophilicum, Pseudomonas syringae), as quais foi atribuida uma melhor adaptacao aos raios
solares (Mayz-Figueroa, 2004). Dentre os habitantes que podem colonizar a filosfera estdo

varias bactérias fixadoras de nitrogénio (Berdugo, 2012; Gomez, 2012).

3.2.1.5. Diazotréfos simbioticos

Muitos microrganismos fixam nitrogénio simbioticamente por meio de associa¢cdes com
uma planta hospedeira, onde hd uma verdadeira relacdo de simbiose entre as plantas e 0s
microrganismos. Nesta relacdo, existe uma especificidade entre o0 microrganismo e o
hospedeiro (Maunoury et al., 2008). A planta fornece carboidratos da fotossintese, sais minerais
e demais substratos organicos através do floema, que sdo utilizados pelo microrganismo fixador
de nitrogénio para a energia necessaria para a fixagdo de nitrogénio. Em troca dessas fontes de
carbono, 0s microrganismos fixam e cedem nitrogénio para a planta hospedeira. Essa
capacidade de FBN & encontrada em Vvarios grupos de microrganismos e, em alguns casos,

observa-se a formacdo de estruturas diferenciadas (Marin et al., 1999).

Estdo identificados oito géneros de microrganismos fixadores, como Allorhizobium,
Rhizobium, Sinorrhizorbium, Mezorhizobium, Burkholderia, Azorhizobium, Cupriavidus e o
Bradhyrhizobium) além de 30 espécies separadas. Estima-se que existam mais de 17000
espécies de leguminosas e que também algumas arvores (Albizia lebbeck, Gliricidia sepium,
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Leucaena leucocephala) sejam beneficiadas por esta relacdo (Fernandez-Pascual et al., 2002;
Schepers e Raun, 2008).

Embora todos os fixadores simbidticos de nitrogénio desempenhem um papel
importante na ecologia mundial de fixag&o de nitrogénio, os microrganismos de maior interesse
agricola s&o os pertencentes dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, que atuam em simbiose
com as leguminosas (Fernandez-Pascual et al., 2002; Cardoso et al., 2013). As bactérias
pertencentes ao género Rhizobium utilizam os pelos radiculares para penetrar e atingir as células
corticais das leguminosas, neste processo, ocorre o enrolamento do pelo radicular que resulta

na formacdo do nodulo (estrutura diferenciada) (Verissimo, 2008).

As leguminosas apresentam inimeras utilidades, especialmente para a agricultura (na
producdo de alimentos, adubos verdes, rotacdo de culturas). A maioria das leguminosas de
importancia econdmica sdo capazes de nodular e fixar nitrogénio atmosférico em condi¢des
minimas de nitrogénio disponivel no solo (Luchese et al., 2002; Ferreira et al., 2013). Algumas
das leguminosas mais importantes usadas em sistemas agricolas sao alfafa, feijdo, trevo, feijao-
nhemba, tremoco, amendoim, soja e ervilhaca. No processo de nodulagdo é necessario que
planta hospedeira e microrganismo sejam compativeis (Maunoury et al; 2008). Caso os inéculos
nativos ndo se revelem eficientes, pode haver necessidade de ser fazer inoculacdo com estirpes
de rizobios especificas. Caso ndo haja compatibilidade, os nodulos nas raizes ndo se

desenvolvem, ou mesmo que se desenvolvam a eficécia da fixacéo bioldgica é baixa.

3.2.2. Biogquimica da fixacao

De acordo com Kannaiyan (2002) o processo bioldgico de fixagdo de nitrogénio requer
basicamente a enzima nitrogenase, um agente redutor forte, ATP e baixa tensdo de oxigénio,

ou seja, um sistema enzimatico complexo pois a reagdo demanda muita energia.

Existem grandes diferencas morfologicas e fisiologicas entre 0s organismos
diazotroficos, entretanto, o processo executado é similar para todos (Fernandez-Pascual et al.,
2002). Os microrganismos fixadores de nitrogénio possuem um sistema enzimatico chamado
nitrogenase, e é este complexo enzimatico o responsavel pela reducéo da molécula de N2 a NHs
(Militdo, 2004; Santos, 2015). Este complexo é constituido por duas subunidades de proteinas:

uma, a dinitrogenase, com peso molecular elevado, contendo 24 d&tomos de ferro e 2 atomos de
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molibdénio (FeMo-proteina); a outra, a dinitrogenase redutase (Fe-proteina), de peso molecular
inferior, contém ferro e enxofre (Ludden, 2001; Hoffman et al., 2014).

Para que a reacao ocorra, € necessario ATP e poder redutor (ferredoxina, FAD). Os
hidratos de carbono s&o necessarios a producdo de ATP, poder redutor e fornecem os esqueletos
carbonados para incorporacdo de NHsz (Havlin et al., 2014). Os microrganismos que fixam
nitrogénio obtém a energia necessaria através da oxidagdo destas moléculas organicas, 0s
hidratos de carbono. Os microrganismos de vida livre ndo fotossintéticos devem obter essas
moléculas de outros organismos, enquanto os microrganismos fotossintéticos, como as
cianobactérias, usam acuUcares produzidos pela fotossintese. Microrganismos fixadores de
nitrogénio associativos e simbioticos obtém esses compostos da rizosfera de suas plantas

hospedeiras.

O ATP e os elétrons da cadeia transportadora (ferredoxina) induzem modifica¢des na
conformacdo da Fe-proteina (dinitrogenase redutase) convertendo-a em um redutor capaz de
transportar elétrons para a FeMo-proteina (dinitrogenase) que reduz o N2 a NHs. Neste processo
sdo requeridos de 15 a 30 ATP por molécula de N2 reduzida, deste modo, a subunidade menor
fornece os elétrons para a reducéo do N2 pela subunidade maior (Ludden, 2001).

ConcentracGes elevadas de oxigénio podem interromper a atividade da nitrogenase além
de causar danos irreversiveis a enzima. Para atenuar essas dificuldades, e reduzir a tensdo de
0., os microrganismos fixadores de nitrogénio criaram alternativas que visam tornar o ambiente
anaerdbio. Dentre as alternativas estdo a criacdo de barreiras fisicas de protecdo, saida forcada
de O; e eliminagdo pelo metabolismo. Desta forma, reduzem a concentracdo para niveis
aceitaveis perto do complexo enzimatico, promovem a alteracdo da nitrogenase, de modo a

resistir a inativagdo (Soto-Urzua e Baca, 2001).

3.3. Methylobacterium symbioticum

O género Methylobacterium é composto por diferentes espécies de bactérias que se
encontram distribuidos no solo, ar, poeira, agua (doce e salgada), sedimentos e ambientes como
banheiros e ar condicionado (Van Aken et al., 2004). Espécies do género Methylobacterium
podem ser encontradas em associagdo com mais de 70 espécies de plantas (Omer et al., 2004),
podendo ocupar as superficies de folhas, nddulos e gréos.
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As bactérias deste género sdo gram-negativas e apresentam como caracteristicas
taxondmicas a forma de bastonete reto e metabolismo estritamente aer6bio. Podem crescer
utilizando compostos de apenas um carbono (C1), como metanol e metilamina (Toyama et al.,
1998) e geralmente apresentam pigmentacéo résea, devido a sintese de carotenoides (Van Dien
et al., 2003), sendo por estas caracteristicas denominadas de PPFM (Pink-Pigmented
Facultative Methylotrophics).

Outra caracteristica importante € que estas bactérias podem fixar nitrogénio atmosférico
(por meio de um sistema de nitrogenase dependente) (Agafonova et al., 2014), nodular a planta
hospedeira, mobilizar P, produzir o fitohormonio citocinina e as enzimas pectinase e celulase,
0 que permite promover o crescimento vegetal devido a disponibilidade de nitrogénio e, durante
0 processo de colonizacao da planta hospedeira, induzir resisténcia sistémica (Madhaiyan et al.,
2006; Lee et al., 2006). Também ¢é possivel atribuir a Methylobacterium sp. um aumento na
capacidade fotossintética da planta hospedeira em virtude do aumento no nimero de estdmatos,

do teor de clorofila e do contetido de acido malico (Cervantes-Martinez et al., 2004).

Na agricultura, bactérias Methylobacterium spp. desempenham um papel em varias
aplicacbes biotecnoldgicas, melhorando significativamente o rendimento de plantas que
receberam tratamentos que incluiam estes microrganismos (Madhaiyan et al., 2007). Deste
modo, bactérias deste género sdo isoladas frequentemente para testagem in vitro e em ensaios

de campo para avaliar seu efeito em plantas e para a caracterizacao fenotipica e genotipica.

Pascual et al. (2020) isolaram da parte interna de esporos do fungo micorrizico Glomus
iranicum var. tenuihypharum uma cepa do género Methylobacterium, que foi identificada como
SB0023/3T, posteriormente nomeada como Methylobacterium symbioticum. Essa bactéria é
gram-negativa, estritamente aerobia, em forma de bastonetes e a temperatura Otima de
crescimento situa-se em 28 °C. Uma vez que a cepa foi identificada como uma nova espécie,

realizaram-se ensaios para avaliar seu efeito em plantas.

A cepa isolada demonstrou sua capacidade endofitica ao ser encontrada no interior da
raiz e folhas da planta, além de mover-se pelo xilema, ndo sendo afetada por qual parte é
inoculada (raiz ou folhas). Os ensaios realizados para testar o efeito da inoculagdo em campo,
em arroz, milho e videira para vinho mostraram que, em geral, promoveu um aumento no
rendimento, permitindo reducdo do teor médio de nitrogénio aplicado, demonstrando seus
efeitos como bioestimulante ou biofertilizante. Deste modo, foi identificada sua potencialidade
para uso na agricultura moderna (Pascual et al. 2020).
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Com o intuito de reduzir a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados e promover a
agricultura sustentavel, a Methylobacterium symbioticum foi utilizada para a producéo de um
biofertilizante comercial, o BlueN® (Corteva agriscience). Este bioestimulante foi
desenvolvido para proporcionar o fornecimento de nitrogénio por meios biolégicos e estabilizar
o funcionamento ecoldgico e a produtividade dos ecossistemas, uma vez que contém estirpe

exclusiva da bactéria fixadora de nitrogénio (Hubel Verde, 2020).

Dentre as propriedades do bioestimulante, pode-se citar a rapida colonizacéo da filosfera
da planta pela estirpe, ainda durante as primeiras fases de desenvolvimento, o que permite uma
elevada capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico e efeito estimulante para o
desenvolvimento da cultura tratada. Além do efeito nutricional, dentre as referidas propriedades
do produto destaca-se também a capacidade de atuar positivamente na fisiologia das plantas ao
retardar o envelhecimento das células vegetais e prolongar a atividade fotossintética. Acresce
ainda a possibilidade de promover o crescimento das raizes, melhorando o acesso a agua e
nutrientes, um aumento da qualidade e da vida pos-colheita dos frutos e do rendimento das
culturas. A sua aplicacdo é recomendada para horticolas (abobrinha, acelga, alface, batata,
beringela, brocolis, cebola, cenoura, ervilhas, pepino, pimentdo, rabanete, repolho, tomate...),
frutiferas (citrinos, frutos secos, melancia, meldo, morango), cereais (aveia, arroz, cevada,

milho, trigo...), leguminosas de grdo (soja), algodao e vinha (Hubel Verde, 2020).

3.4. ACULTURA DA ALFACE

3.4.1. Descricdo da cultura

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta anual herbacea, que pertence a familia
Asteraceae e género Lactuca, do qual estdo identificadas mais de 100 espécies. E uma cultura
de domesticacdo antiga, sendo cultivada na regido mediterranica desde 2500 a. C.. (Almeida,
2006). E originaria de espécies silvestres ainda encontradas em algumas regides,
nomeadamente no Sul da Europa e na Asia Ocidental. Chegou ao Brasil através dos
portugueses, no ano de 1647 (Almeida, 2006). A domesticagcdo resultou em diversas
modificacbes morfolodgicas e fisioldgicas, nomeadamente relacionadas ao aumento do tamanho
dos aquenios, numero e area das folhas, perda de pilosidade, formacao de repolho e reducéo da

acumulacao de latex (Almeida, 2006).
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E uma hortalica de folhas grandes, delicadas e de consisténcia variada. As folhas podem
ser crespas ou lisas e prendem-se ao caule em forma de roseta. Algumas possuem capacidade
de formar repolho (cabeca) ou séo soltas (sem formacao de repolho). A coloragdo pode variar
em tons esverdeados (de claro-amarelado a escuro) ou roxo. Estas caracteristicas permitem
distribuir as cultivares por seis grupos distintos: Repolhuda-Crespa; Repolhuda-manteiga; Tipo
Solta-lisa; Tipo Solta-crespa; Tipo romana e Tipo mimosa (Filgueira, 2003).

O agrupamento dos tipos de alface € importante porque a diversidade nas caracteristicas
morfolégicas e fisioldgicas entre os grupos determina grandes diferengas na conservacgao pos-
colheita e, consequentemente, nos aspectos de manuseio (Henz e Suinaga, 2009).

3.4.2. O cultivo da alface no Brasil e em Portugal

O Brasil cultiva inimeros produtos hortifruticolas de Norte a Sul do pais,
designadamente 117 variedades de frutas e 123 diferentes hortalicas (Conab, 2021). Entre as
cinco principais frutas comercializadas internamente estdo banana, laranja, macd, mamao e
melancia e dentre as hortalicas, destacam-se alface, batata, cebola, cenoura e tomate. De acordo
com a Associacdo Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas (ABCSEM, 2020), a alface é
a terceira hortalica mais cultivada (em volume de producédo) e a primeira em area cultivada,
ocupando quase 50% da area plantada de hortalicas folhosas (Yokoro e Pereira, 2020). E a
hortalica que mais tem destaque, sendo o0 seu consumo geralmente na forma “in natura”, em
saladas frescas e no preparo de sanduiches (ABCSEM, 2020). Em termos de demanda, o0 grupo
de alfaces mais cultivado é o das crespas, representando 62,1% do total cultivado, seguido pelo
grupo das americanas (25,0%), alface lisa (10,2%) e alface roxa/vermelha (2,7%) (Yokoro e
Pereira, 2020).

A maior parte da produgdo brasileira concentra-se no estado de S&o Paulo que
comercializa cerca de 63% do volume total, onde também se concentra a maior quantidade de
consumidores, seguido pelo Parana (13,3% do volume) e pelos estados de Minas Gerais e Rio
de Janeiro (Yokoro e Pereira, 2020)

Na Unido Europeia, a alface é uma das horticolas mais importantes, por conta de ser um
produto de facil aquisicdo e custo baixo (Moreira, 2018). Em Portugal, a producéo de alface

encontra-se proximo dos grandes centros populacionais, nomeadamente na zona litoral, como
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aregido Oeste, Entre Douro e Minho e Beira Litoral. Em todo o pais, a alface pode ser cultivada
em estufa e ao ar livre. Em 2020 a producgéo nacional portuguesa foi de cerca de 60 mil
toneladas, em uma area de cultivo de 2.452 hectares, sendo a sétima horticola mais produzida
(INE, 2021).

3.4.3. Caracteristicas culturais

O ciclo cultural da alface é relativamente curto e a planta pode ser colhida com poucos
dias apos o transplantio. A duracdo do ciclo, que se divide entre o periodo vegetativo e 0
reprodutivo, varia de acordo com a cultivar, a regido, a época e 0 modo de produgdo. Em estufa,
o ciclo cultural tem duracéo de cerca de 6 a 8 semanas na época de primavera-verao e entre 10
e 12 semanas durante o inverno (Almeida, 2006; Moreira, 2018). Por se tratar de uma cultura
com crescimento relativamente rapido, responde bem a disponibilidade de nitrogénio e

necessita de nutrientes imediatamente disponiveis no solo ou no substrato (Almeida, 2006).

O cultivo da alface apresenta certas limitacdes, principalmente devido a sensibilidade
as mudancas de temperatura, umidade e ocorréncia de chuva (Gomes et al., 2005). A producao
de alface depende da utilizacdo de insumos, portanto o cuidado na escolha e/ou preparo do
substrato é fundamental para o desempenho final das plantas, tanto no aspecto nutricional como
no tempo necessario para seu crescimento e numero de ciclos produtivos por ano (Filgueira,
2003; Freitas et al., 2013).

A aplicacdo de fertilizantes nitrogenados é de grande importancia para esta cultura, pois
a caréncia de nitrogénio atrasa o crescimento, reduz o numero de folhas e a area foliar, aumenta
a clorose das folhas e causa ma formacdo do repolho. Contudo, a aplicacdo excessiva de
nitrogénio interfere diretamente na qualidade e na quantidade de alface produzida, pois além de
reduzir a producéo, aumenta a senescéncia das folhas e reduz a formacao do repolho (Sala et
al., 2008). O desenvolvimento vegetativo excessivo pode favorecer o ataque de pragas e
doencas (Almeida, 2006). Doses de adubacédo nitrogenada em excesso podem também resultar
problemas na satde humana pelo efeito da acumulacdo de nitratos, que quando ingerido em
grandes quantidades resulta em formacao de nitritos, que dentre outros problemas, pode ser

cancerigeno (Miyazawa et al., 2001; Santos, 2015).
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Em relacdo aos solos, a alface pode ser cultivada com sucesso em diversos tipos
(Almeida, 2006). Contudo, adapta-se bem e apresenta melhor desenvolvimento em solos limo
— argilosos. O sistema radicular pode ser muito ramificado e superficial, situando-se entre 0s
primeiros 25 cm de solo quando a cultura é transplantada, ou ainda, ser pivotante e atingir cerca
de 60 cm de profundidade caso seja cultivada por semeadura direta. Vale ressaltar que a alface
pode ser sensivel a solos muitos &cidos ou muitos alcalinos. Desta forma, valores de pH neutros,
situados entre 6,5 e 7,2, permitem um bom desenvolvimento desta horticola folhosa (Almeida
2006).

A maioria das cultivares desenvolve-se melhor em climas amenos, com temperaturas
entre 15 e 20 °C, principalmente no periodo de crescimento vegetativo, pois temperaturas altas
(entre 24 °C e acima dos 33 °C durante varios dias do ciclo cultural) podem acelerar o ciclo da
cultura e afetar a qualidade da planta, tornando os caules alongados (Almeida, 2006).
Temperaturas elevadas originam também floracdo prematura, o que induz um sabor amargo nas
folhas e a inutiliza para o mercado (Maroto, 2000). Ainda, vale ressaltar que, dependendo do
gendtipo, pode resultar em plantas menores (Henz e Suinaga, 2009). Médias de temperatura
muito baixas (préximas aos 7 °C) também prejudicam a qualidade e o ciclo da alface, reduzindo
0 seu crescimento (Almeida, 2006). Assim, a temperatura ideal para o desenvolvimento da
alface esta compreendida entre 15 °C e 18 °C, apesar de tolerar faixas de temperaturas mais
elevadas, entre 26 °C a 29 °C, desde que as temperaturas noturnas sejam baixas (Almeida,
2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi instalado no municipio de Braganca, regido de Tras-os-Montes,
nordeste de Portugal. O ensaio foi realizado em vasos, dispostos em um abrigo situado ao lado
do Laboratorio de Solos (nas coordenadas 41°47°52.52” N e 6°45°56.08” W, com altitude de
674 metros) nas instalacdes da Escola Superior Agréria do Instituto Politécnico de Braganca
(Figura 1). De acordo com a classificacdo de Koppen, o clima de Braganca é Csb, caracterizado

por verdo seco e pouco quente e por inverno chuvoso (IPMA, 2021a).

s & ,
' Local de instalagao do experimento

AR /& /- /i

Figura 1. Imagem do local de implantacéo do experimento (Google Earth, 2022).

De acordo com os dados meteoroldgicos do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
(IPMA), as temperaturas médias das minimas e maximas entre julho e outubro de 2021 na
cidade de Braganca foram de 7,1 e 20,9 °C em maio, 11,8 e 26,0 °C em junho, 13,2 e 29,4 °C
em julho, 13,6 e 31,3 °C em agosto, 11,4 e 24,5 °C em setembro e 8,2 e 20,9 °C em outubro. J&
a precipitacdo total para estes mesmos meses foi de 4,0, 6,0, 8,0, 67,1 e 54,4 mm,
respectivamente (IPMA, 2021b).
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Para a conducdo do experimento utilizou-se um delineamento fatorial com dois fatores:

fertilizacdo nitrogenada, com quatro niveis de fator (D1, D2, D3 e D4, a que correspondem 0,
0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™); e produto comercial com Methylobacterium symbioticum, com

dois niveis de fator (Com e Sem). De cada tratamento foram incluidas quatro repeticoes.

O nitrogénio foi aplicado na forma de Nitro 27 (27% N, 50% na forma nitrica e 50% na
forma amoniacal). Foi ainda adicionado fosforo (P) e potassio (K) usando os adubos
superfosfato de calcio (18% de P2Os) e cloreto de potassio (60% de K20), nas doses de 1,98 e
0,6 g/vaso, respectivamente. Os ensaios foram instalados em vasos de polietileno, sendo
necessario 32 vasos para todas as repeticdes.

4.3 INSTALACAO E MANUTENCAO DO EXPERIMENTO

4.3.1. Instalagdo do experimento

O solo usado no experimento teve origem na camada aravel (0-20 cm) de uma parcela em
pousio nos dois anos anteriores, localizada no arboreto das estufas da Escola Superior Agraria
de Braganca.

No estudo foram usados 3 kg de solo seco por vaso, crivado em malha de 2 mm. O solo
esta classificado como Regossolo de origem coluvial e apresenta textura franco argiloarenosa.
Contém 24,2% de argila, 21,7% de limo e 54,1% de areia. No inicio da instalacdo do ensaio
apresentava pH proximo da neutralidade (pHn20 = 6,8) e um teor em carbono organico baixo,
com 11,7 g kg. Os valores de P e K extraiveis (lactato de amoénio) foram classificados de
médios, 85,7 mg P05 kg* e 94,0 mg K,0 kg, respetivamente A capacidade de troca cationica
foi classificada de média, com um valor de 17,9 cmol. kg™

Na preparagdo dos vasos foram adicionados os fertilizantes fosfatados e potassicos nas
doses referidas anteriormente e metade do adubo nitrogenado referido no delineamento

experimental. A outra metade do adubo nitrogenado foi aplicada a meio do ciclo cultural.

Foram efetuados dois ciclos de alface, tendo o primeiro iniciado em 24 de maio de 2021
e encerrado dia 27 de julho de 2021. O segundo ciclo teve inicio em 20 de agosto de 2021 e
terminou em 15 de outubro de 2021. O microrganismo foi aplicado nas mesmas datas da

adubacdo de cobertura e nas doses equivalentes ao recomendado pelo fabricante, 333 g ha'
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(calculo efetuado para uma densidade de plantacdo de 140.000 alfaces ha). A aplicacéo foliar
foi feita com auxilio de um borrifador. No primeiro ciclo a adubacg&o de cobertura e a aplicagdo
do microrganismo ocorreram em 30 de junho e no segundo ciclo em 17 de setembro. Em ambos
os ciclos foi utilizada a variedade de alface Maravilha de Verdo. As mudas foram obtidas na
feira municipal de Braganca e posteriormente transplantadas para os vasos, no estado de trés
folhas verdadeiras. Para o transplantio, foi realizada uma pequena cova no centro de cada vaso

com o auxilio de uma espatula de jardim, onde foram colocadas as raizes de cada muda.

4.3.2. Manutencdo do ensaio

Apobs o transplantio das mudas de alface o ensaio foi diariamente monitorado. Conforme
a necessidade, as plantas eram regadas ajustando-se a periodicidade de acordo com as condicdes
ambientais e em funcédo do estado hidrico aparente do solo e da planta no momento da rega. Ao
meio do primeiro e durante o segundo ciclo a frequéncia de rega passou a ser diéria devido ao
aumento da evapotranspiracdo e o rapido esgotamento da dgua no solo. Realizou-se o controle

manual das plantas infestantes e dos afideos durante os dois ciclos vegetativos das alfaces.

4.4. DETERMINACOES EM CAMPO

4.4.1. Determinacdo da intensidade da cor verde das folhas

A meio dos ciclos foi determinada a intensidade da cor verde das folhas, uma medida
indireta do teor de clorofila, utilizando o medidor portatil SPAD (Soil and Plant Analysis
Development) — 502, que faz estimativas ndo destrutivas e rapidas de clorofila foliar com base
nas propriedades de transmitancia espectral das folhas. Este equipamento determina a
intensidade da cor verde das folhas, que esta relacionada com o contetdo de clorofila,

constituindo-se como um indicador do estado nutricional em nitrogénio.
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4.4.2. Estimativa da area foliar

Ao final de cada ciclo foi realizada a estimativa da area foliar por meio do método de
discos foliares. Este método consistiu na retirada de discos foliares de &rea conhecida em duas
posi¢des do limbo foliar, evitando a amostragem da nervura central. Em seguida, os discos
foliares foram colocados em estufa com circulacdo de ar a 70 °C até a obtencdo de massa
constante. Posteriormente os discos foram pesados em balanca analitica. A area foliar foi
estimada pela Equacdo 1, onde: AF é a area foliar estimada pelo método; PP é a massa seca da
planta; AD ¢ a &rea conhecida do disco retirado da folha; e PD é a massa seca dos discos.

F_PPxAD
- PD

Equacao 1. Célculo da estimativa da area foliar.

4.5. COLHEITA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Ao final de cada ciclo as alfaces foram colhidas junto ao solo com auxilio de uma faca.
As plantas foram cortadas em multiplas partes para facilitar a secagem. Apds os cortes, as
alfaces foram levadas para uma estufa de ventilacdo forcada Memmert, regulada a 70 °C, até
obtencgéo de peso constante. Posteriormente as amostras foram pesadas para a determinacgéo da
massa seca e moidas em moinho Cyclotec 1030 FOSS, com um crivo de 1 mm de malha.

4.6. ANALISES LABORATORIAIS

A seguir descrevem-se procedimentos analiticos realizados para a determinacdo da

composicao elementar dos tecidos vegetais.
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4.6.1. Determinagédo do nitrogénio

Utilizou-se 0 método Kjeldahl em que o nitrogénio é medido apos a digestdo da amostra
e posteriormente é realizada a titulagdo em equipamento automaético. Este procedimento
envolve trés passos: o primeiro consiste na conversdo do nitrogénio organico em nitrogénio
amoniacal (N-NH.") através de digestdo sulfurica; o segundo passo consiste na destilagdo do
digerido com NaOH para promover a formacdo de NHs; o terceiro passo consiste na
quantificacdo do nitrogénio por titulagdo. Para a digestéo, pesou-se 1 g de amostra de material
vegetal em tubos de digestdo. Entdo, adicionou-se 15,0 ml de &cido sulfurico concentrado (95-
97%) e duas pastilhas de um catalisador (selénio) para aumentar a taxa de oxidacdo da matéria
organica pelo acido sulfurico. Na reacdo forma-se sulfato de aménio. Em seguida as amostras
foram aquecidas a 400 °C por 60 minutos para promover a oxida¢do da amostra. As amostras
ja digeridas foram encaminhadas para o equipamento Kjeltec TM 8400 Autoanalyser FOSS. O
ion NH4" é entdo transformado em NH3 por acdo de NaOH. A amonia é entdo arrastada numa
corrente de vapor para uma solucdo recetora de acido bérico com indicadores. A amonia reage
com o acido borico para formar NH4*. Segue-se uma titulagdo com uma solucéo de HCI para a
quantificacdo de N (Bremner, 1996).

4.6.2. Determinacao de fosforo, potéssio, calcio, magnésio, cobre, ferro, zinco e manganés

A determinacdo destes nutrientes foi feita ap6s mineralizagdo das amostras num
equipamento de digestdo por microondas (MARS, CEM corporation). DE cada amostra pesou-
se 0,25 g para tubos de digestdo e adicionou-se 10 mL de acido nitrico. Estes tubos foram
fechados e levados para digestdo por 30 minutos a 120 °C. A soluc¢éo obtida foi diluida em agua
deionizada até 50 mL. Nesta solugdo foram determinados os nutrientes P, K, Ca, Mg, Cu, Fe
Zn e Mn. Na determinac&o do fosforo promoveu-se o desenvolvimento de uma cor azul, usando
0 método azul de molibdato e o acido ascérbico como agente redutor (Temminghoff e Houba,
2004). Nesta determinacéo foi utilizado um espectrofotometro GENESYS e o comprimento de
onda de 882 nm. Os restantes elementos (cations) foram quantificados por espectrofotometria

de absorcdo atbmica num equipamento Perkin Elmer Pinaacle 900 T.
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4.6.3. Determinagéo de boro

Pesou-se um grama de amostra para cadinhos onde se adicionou 0,10 g de 6xido de célcio.
Apo6s a homogeneizacdo, a amostra sofreu incineragdo a 500 °C e as cinzas foram diluidas com
10 mL de &cido sulfarico (0,5 M). Depois de 30 minutos filtrou-se a suspenséo e transferiu-se
uma aliquota de 1 mL para tubos de 10 ml onde procedeu-se o desenvolvimento de cor pelo
método da azometina-H. A concentracdo de boro foi determinada em espectrofotdmetro com

comprimento de onda 420 nm (Temminghoff e Houba, 2004).

4.6.4. Determinacéo de nitratos

Para avaliacdo dos teores de NOz", um grama de matéria seca foi colocado em contato
com 50 ml de agua deionizada e agitado por um periodo de 30 minutos a uma velocidade de
160 rpm. Apos filtragdo com filtro de papel Watman 42, foi determinada a concentracdo do ido
NOs™ no extrato em espectrofotdmetro, na gama ultravioleta a 220 nm. Em simultaneo foi feita
uma segunda leitura a 275 nm para eliminar interferéncias associadas a presenca de compostos
organicos dissolvidos O valor final é obtido ap6s subtracdo da leitura feita a 275 nm a leitura a
220 nm (Baird et al. 2017).

4.7. ANALISE DE DADOS

Os dados foram inicialmente analisados para a normalidade e homogeneidade de
variancia, usando os testes Shapiro-Wilk e Bartlett’s, respetivamente. Em seguida foram
submetidos a analise de variancia de dois fatores ou de duas vias. Quando ocorreram diferencas
significativas, as médias foram separadas usando o teste de comparacdo multipla de médias
Tukey HSD (a=0,05).
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos ndo apresentam interacdo entre os dois fatores estudados (Dose
de N e Microrganismo), desta maneira, sdo detalhados isoladamente para cada fator.

5.1. MATERIA SECA E AREA FOLIAR DAS PLANTAS

Os resultados da producéo de matéria seca no primeiro ciclo de crescimento da alface
sédo apresentados na Figura 2. Quando avaliado o fator Microrganismo, houve diferenga
significativa entre os tratamentos Com e Sem Microrganismo. Pode observar-se que os valores
médios mais elevados foram obtidos no tratamento Com Microrganismo (11,4 contra 9,8 ¢
vaso). Avaliando-se o fator Dose de N, os valores médios mais elevados foram obtidos nos
vasos do tratamento D4 (12,9 g vaso™?) e D3 (11,4 g vaso™), com diferencas significativas para
0s demais tratamentos. Os valores mais baixos foram observados nos vasos do tratamento D2

(9,5 g vaso™) e da testemunha D1 (8,7 g vaso™).

No segundo ciclo de crescimento (Figura 3), os resultados mostraram um
comportamento similar aos obtidos no primeiro ciclo. Para o fator Microrganismo, os valores
mais elevados de matéria seca foram obtidos no tratamento Com (14,6 g vaso™) em comparag&o
com o tratamento Sem (10,7 g vasol) Microrganismo. Para o fator Dose de N, os valores
médios mais elevados foram obtidos nos vasos com o tratamento D4 (15,6 g vaso™), com
diferencas significativas para os tratamentos D2 (12,1 g vaso™) e D1 (8,9 g vaso™?). Entre os

tratamentos D2 e D1 as diferencas também foram significativas.

Comparando os valores médios de matéria seca produzida nos dois ciclos de cultivo, e
tendo por base os niveis de aplicacdo de nitrogénio, os valores variaram entre 8,7 e 12,9 g vaso’
! no primeiro ciclo e entre 8,9 e 15,6 g vaso™, mostrando-se assim mais elevados no segundo

ciclo sobretudo para as doses mais elevadas do nutriente.

Para a producdo de matéria seca, a inoculagdo das plantas de alface com
Methylobacterium symbioticum promoveu um incremento de 14% no primeiro ciclo e 26,7%
no segundo ciclo. O aumento das doses de nitrogénio incrementou a producdo de matéria seca

em 67,5% e 42% no primeiro e segundo ciclo.
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Figura 2. Matéria seca produzida no primeiro ciclo da alface, nos fatores Microrganismo
(Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™?). Para
cada fator, letras iguais indicam auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos pelo
teste de comparacao multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).
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Figura 3. Matéria seca produzida no segundo ciclo da alface, nos fatores Microrganismo
(Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™). Para
cada fator, letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos
pelo teste de comparagao multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).

Os valores de area foliar por planta no primeiro ciclo do ensaio sdo apresentados na
Figura 4. Quando avaliado o fator Microrganismo, houve diferenca significativa entre os
tratamentos Com (99,4 dm?) e Sem (69,3 dm?) Microrganismo, sendo os valores médios mais

elevados observados no tratamento Com Microrganismo. Quando avaliado o fator Dose de N,
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ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos. Os valores médios

variaram entre 72,8 e 95,2 dm?.
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Figura 4. Area foliar por planta no primeiro ciclo da alface, nos fatores Microrganismo (Micro)
e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™). Para cada fator,
letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de
comparag¢do multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).

Os resultados de area foliar correspondentes ao segundo ciclo cultural da alface estdo
expostos na Figura 5.
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Figura 5. Area foliar por planta no segundo ciclo da alface, nos fatores Microrganismo (Micro)
e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™). Para cada fator,
letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de
comparac¢do multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).
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De maneira geral, os resultados mostraram valores da mesma ordem de grandeza que 0s
do primeiro ciclo. Contudo, ao contrério dos resultados do primeiro ciclo, ndo ocorreram
diferencas entre os tratamentos Com e Sem microrganismo. Para o fator Dose de N também
ndo se observaram diferencas significativas entre tratamentos. No segundo ciclo, considerando

as diferentes doses de nitrogénio, os valores médios variaram entre 72,5 e 100,4 dm?.

Para a area foliar, obteve-se um incremento de 30% em funcdo da inoculacdo do
microrganismo, enquanto que as doses crescentes de nitrogénio promoveram um aumento de
23,5% em relacdo a testemunha no primeiro ciclo da cultura. No segundo ciclo, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos de ambos os fatores.

5.2. CONCENTRACAO DE NITROGENIO NOS TECIDOS E INDICADORES DE
ESTADO NUTRITIVO NITROGENADO

Na Figura 6 é apresentada a concentracéo de nitrogénio nos tecidos da alface cultivada
no primeiro ciclo. Quando avaliado o fator Microrganismo, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos Com (31,8 g kg™) e Sem (33,6 g kg!) Microrganismo. A maior dose de
fertilizante nitrogenado (D4) originou concentracBes de nitrogénio nas folhas (38,9 g kg?)
significativamente mais elevadas que nos demais tratamentos. Os valores mais baixos foram
obtidos no tratamento D1 (25,2 g kg™l), sendo estes significativamente mais baixos que os dos
tratamentos D2 (31,8 g kgt) e D3 (34,9 g kg?). Entre os dois Gltimos ndo foram observadas

diferengas significativas.

No segundo ciclo da cultura (Figura 7) pode-se observar que houve diferenca
significativa entre os tratamentos do fator Microrganismo. O tratamento Sem Microrganismo
resultou em valores médios mais elevados (33,8 g kg™), enquanto que os mais baixos foram
observados no tratamento Com Microrganismo (27,6 g kg™). Neste ciclo de crescimento, a
concentragdo de nitrogénio na matéria seca da alface em D4 (37,3 g kg?) ndo diferiu
significativamente da concentracdo de nitrogénio no tratamento D3 (33,9 g kgt). O tratamento
D2 registou um valor (29,5 g kg™) significativamente mais baixo que o dos tratamentos D3 e
D4 e significativamente mais elevado que o do tratamento D1 (22,3 g kg™t), em que n&o houve

adubacdo nitrogenada.

Os niveis de nitrogénio nos tecidos da alface ndo variaram no primeiro ciclo em funcéo

da inoculagdo com microrganismo, entretanto, no segundo ciclo foram 18% inferiores quando
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comparados ao tratamento que ndo continha microrganismo. Com a aplicacdo de doses
crescentes de nitrogénio, evidenciou-se um incremento de 35% e 40% nos teores de nitrogénio
no primeiro e segundo ciclo, em comparacdo ao tratamento em que ndo houve fertilizacéo

nitrogenada.
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Figura 6. Concentracdo de nitrogénio (N) nos tecidos da alface produzida no primeiro ciclo,
nos fatores Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33,
0,66 e 1,32 g N vasol) submetidas. Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia de
diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de comparacdo mdultipla de médias de
Tukey HSD (a = 0,05).
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Figura 7. Concentracdo de nitrogénio (N) nos tecidos da alface produzida no segundo ciclo,
nos fatores Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33,
0,66 e 1,32 g N vaso™). Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia de diferencas
significativas entre os tratamentos pelo teste de comparacdo maltipla de médias de Tukey HSD
(o= 0,05).

39



A concentragdo de nitrato nos tecidos no primeiro ciclo da cultura da alface pode ser
observada na Figura 8. Quando avaliado o fator Microrganismo, pode-se observar que o
tratamento Sem Microrganismo apresentou maior actimulo de nitrato nas folhas (74,2 mg kg™)
que o tratamento Com Microrganismo (52,2 mg kg™). Para o fator Dose de N, pode-se observar
que o tratamento D4 apresentou concentracdes de nitrato nas folhas (84,6 mg kg?)
significativamente mais elevadas que os demais tratamentos. Os tratamentos D3 (66,0 mg kg
B e D2 (69,9 mg kg?) ndo diferiram significativamente entre si e apresentaram valores

significativamente mais elevados que o tratamento D1 (32,3 mg kg™).

No segundo ciclo da alface (Figura 9), o tratamento Sem Microrganismo apresentou
valores médios de nitrato nas folhas (47,7 mg kg™?) significativamente mais elevados que o
tratamento Com Microrganismo (31,3 mg kg). Os valores de nitrato™ nos tecidos aumentaram
de forma significativa e consistente com a dose de nitrogénio, variando de 28,7 mg kg* em D1
a 50,0 mg kgtem D4.

De maneira geral, os valores médios de NO3z™ nas folhas foram mais baixos que os do primeiro
ciclo. Tendo por base as doses de nitrogénio, os valores médios variaram entre 32,9 e 84,6 mg
kg™ no primeiro ciclo e entre 27,8 e 50,0 mg kg no segundo ciclo. O mesmo comportamento
foi evidenciado tendo por base a presenca do Microrganismo, os valores variaram entre 52,2 e
74,2 mg kg no primeiro ciclo, enquanto que no segundo ciclo variaram entre 31,3 a 47,7 mg
kg™,
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Figura 8. Concentracdo de NO3™ nos tecidos da alface produzida no primeiro ciclo, nos fatores
Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g
N vaso™). Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de comparagdo multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).
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Figura 9. Concentragdo de NOs nos tecidos da alface produzida no segundo ciclo, nos fatores
Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 € 1,32 ¢
N vaso™). Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de comparagdo multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).

Na Figura 10 apresentam-se os valores das leituras com o aparelho SPAD no primeiro
ciclo da cultura. O fator Microrganismo apresentou diferenca significativa entre seus
tratamentos. Os maiores valores médios de leituras SPAD foram observados no tratamento Com
Microrganismo, 27,8 contra 25,0 no tratamento Sem Microrganismo. Entre doses de nitrogénio
ndo se registraram diferencas significativas, ainda que os valores médios tenham aumentando
entre D1 (25,2) e D4 (28,0).

No segundo ciclo da alface (Figura 11), os valores medios das leituras SPAD néo
diferiram significativamente para o fator Microrganismo, tendo variado entre 24,0 (Sem) e 24,9
(Com). O fator Dose de N apresentou diferencas significativas entre seus tratamentos e
crescentes entre D1 (21,5) e D4 (28,4). Genericamente ocorreu 0 0posto que no primeiro ciclo
da alface em que ocorreram diferencas entre tratamentos de aplicagdo de microrganismo, mas

ndo se observaram diferengas entre doses de nitrogénio.
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Figura 10. Leituras SPAD realizadas na alface produzida no primeiro ciclo, nos fatores
Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 € 1,32 ¢
N vaso™). Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia de diferengas significativas entre os
tratamentos pelo teste de comparagdo multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).
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Figura 11. Leituras SPAD realizadas na alface produzida no segundo ciclo, nos fatores
Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4, respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 ¢
N vaso™). Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de comparagdao multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).
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5.3. CONCENTRACAO DOS MACRONUTRIENTES FOSFORO, POTASSIO, CALCIO E
MAGNESIO NAS FOLHAS

A concentracdo dos macronutrientes fosforo, potassio e calcio ndo variaram
significativamente entre tratamentos quer para a aplicacdo de microrganismo quer para a dose
de N (Tabela 1). Tendo por referéncia os tratamentos com diferentes doses de nitrogénio, 0s
valores médios de fosforo variaram entre 5,6 € 5,9 g kg™, os de potassio entre 89,7 e 93,5 g kg
! e os de calcio entre 7,3 e 8,2 g kg2, teores semelhantes aos encontrados na literatura. Ja no
caso do macronutriente magnésio, analisando o fator Microrganismo, os teores médios foram
significativamente mais elevados no tratamento Sem Microrganismo (4,4 g kg™ contra 4,0 g
kg no tratamento Com Microrganismo). Quando se analisou a concentragio de magnésio para
o fator Dose de N, pode observar-se que foi no tratamento D1, onde ndo houve adubacéo
nitrogenada, que se obtiveram valores significativamente mais baixos (3,4 g kg) que nos
tratamentos fertilizados (4,1 a 4,7 g kgl).

Tabela 1. Concentracdo média de fosforo, potassio, calcio e magnésio na matéria seca da alface
do primeiro ciclo nos fatores Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4,
respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™). Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia
de diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de comparacdo maltipla de médias
de Tukey HSD ( o= 0,05).

Fésforo Potassio Calcio Magnésio
gkg*

Micro (M)

Sem 58a 94,2 a 8,0a 44a

Com 58a 89,9 a 7,6a 40b
Prob (M) 0,7268 0,3182 0,2039 0,0153
Erro padrdo 0,08 2,98 0,21 0,11
Dose de N (DN)

D1 56a 89,7 a 7.6a 34D

D2 58a 924 a 8,0a 4,6a

D3 59a 935a 7,3a 41a

D4 59a 926a 82a 47a
Prob (DN) 0,2502 0,9264 0,2075 <0,0001
Erro padrdo 0,11 4,22 0,30 0,16
Prob (M x DN) 0,9923 0,8109 0,8746 0,5804

Analisando-se 0 segundo ciclo da cultura (Tabela 2), pode-se observar que os valores

de fosforo e potassio para o fator Microrganismo foram significativamente mais elevados no
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tratamento Sem Microrganismo, enquanto que os tratamentos ndo influenciaram

significativamente nos teores de célcio e magnésio.

A dose de nitrogénio influenciou de forma significativa a concentracdo de fosforo nos
tecidos, mas de forma ndo coerente com a quantidade de nutriente aplicada (Tabela 2). Os teores
de potéssio tenderam a decrescer com o aumento da dose aplicada, sendo os valores de D1 e
D2 significativamente mais elevados que os valores dos tratamentos D3 e D4. Na concentracéo
de calcio nas folhas, pode-se observar que os tratamentos ndo a influenciaram
significativamente os resultados. Os valores médios mais elevados de magnésio foram
observados no tratamento D4 (4,3 g kg*), onde houve a aplicagio de uma maior dose de N, e
decresceram de forma significativa para o tratamento D1 (3,6 g kg™), nos vasos sem aplicac&o
de fertilizante nitrogenado. Globalmente, no segundo ciclo cultural registam-se concentracdes

nos tecidos mais elevadas de potassio, célcio e magnésio.

Tabela 2. Concentracdo média de fosforo, potéssio, célcio e magnésio na matéria seca da alface
do segundo ciclo nos fatores Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4,
respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso™). Para cada fator, letras iguais indicam a auséncia
de diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de comparacdo multipla de médias
de Tukey HSD (a = 0,05).

Faésforo Potéssio Calcio Magnésio
gkg*

Micro (M)

Sem 54a 80,1a 6,3 a 39a

Com 46D 66,7 b 6,1a 38a
Prob (M) < 0,0001 < 0,0001 0,4097 0,3715
Erro padréo 0,07 1,10 0,15 0,12
Dose de N (DN)

D1 48hb 79,6 a 6,1a 36b

D2 53a 80,6 a 6,1a 3,9ab

D3 5,0ab 72,4b 6,0a 3,7ab

D4 49b 60,9b 6,72 43a
Prob (DN) 0,0105 < 0,0001 0,0964 0,0349
Erro padrdo 0,09 1,6 0,22 0,17
Prob (M x DN) 0,6698 0,0010 0,3942 0,6433
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5.4. CONCENTRACAO DE MICRONUTRIENTES NOS TECIDOS VEGETAIS

Na Tabela 3 apresentam-se os teores médios de boro, ferro, manganés, zinco e cobre
nos tecidos da alface no primeiro ciclo de cultivo. Quando os resultados de cada elemento séo
comparados no fator Microrganismo, pode-se observar que as concentracdes de boro, ferro e
manganés nao diferiram significativamente entre os tratamentos. A concentracdo de zinco foi
significativamente superior no tratamento Com Microrganismo, enquanto que para o cobre 0s

valores mais elevados foram registados no tratamento Sem Microrganismo.

Quando as concentracdes dos micronutrientes sdo analisadas para o fator Dose de N,
pode-se verificar que as concentracdes de ferro, zinco e cobre ndo foram influenciadas
significativamente pelos tratamentos. Os valores médios de boro nas folhas foram superiores
no tratamento D1 (54,6 mg kg?), e decresceram de forma significativa com a adubagio
nitrogenada, tendo os menores valores deste mesmo elemento sido obtidos no tratamento D4
(46,5 mg kg™?), onde foi aplicada a maior dose de nitrogénio. Analisando o elemento manganés
foi possivel verificar que as menores concentragdes ocorreram no tratamento D2 (50,0 mg kg
1, cujos valores diferiram significativamente dos tratamentos D3 (65,2 mg kg™) e D4 (65,5 mg

kg™d).

Tabela 3. Concentracdo média de boro, ferro, manganés, zinco e cobre nos tecidos da cultura
de alface do primeiro ciclo nos fatores Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4,
respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso?). Na coluna, e para cada ciclo, letras iguais
indicam a auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de comparagéo
multipla de médias de Tukey HSD (a = 0,05).

Boro Ferro Manganés Zinco Cobre
mg kg

Micro (M)

Sem 51,1a 730,8 a 62,2 a 97,7b 151a

Com 50,4 a 696,1 a 58,9 a 1429 a 13,6 b
Prob (M) 0,3837 0,6579 0,2804 < 0,0001 0,0445
Erro padréo 0,57 54,50 2,11 6,31 0,50
Dose de N (DN)

D1 54,6 a 673,2a 61,5 ab 122,8 a 13,3 a

D2 50,5b 759,5a 50,0 b 132,4 a 13,8a

D3 51,3b 7758 a 65,2 a 128,6 a 155a

D4 46,5¢ 645,4 a 65,5 a 975a 149 a
Prob (DN) <0,0001 0,5696 0,0044 0,0592 0,1373
Erro padréo 0,80 77,07 2,98 8,93 0,71
Prob (M x DN) 0,0065 0,0510 0,2578 0,0673 0,1307

45



No segundo ciclo da cultura (Tabela 4) as concentracdes de ferro e zinco ndo diferiram
significativamente quando avaliados em relagdo ao fator Microrganismo. Os elementos boro,
manganés e cobre apresentaram diferencas significativas entre tratamentos, todos com valores
médios superiores no tratamento Sem Microrganismo. Avaliando-se o fator Dose de N, 0s
teores médios de ferro, manganés, zinco e cobre ndo diferiram significativamente entre
tratamentos. Os tratamentos fertilizantes, porém, influenciaram nos teores de boro. Os vasos
sem adubacao nitrogenada (D1) apresentaram valores significativamente mais elevados de boro
(48,6 mg kg™) que qualquer dos tratamentos fertilizados, enquanto que os tratamentos D3 (40,0
mg kg?) e D4 (39,4 mg kg*) apresentaram os menores valores deste micronutriente nas folhas

e sem diferencas entre eles.

Tabela 4. Concentracdo média de boro, ferro, manganés, zinco e cobre nos tecidos da cultura
de alface do segundo ciclo nos fatores Microrganismo (Micro) e Dose de N (D1, D2, D3 e D4,
respetivamente 0, 0,33, 0,66 e 1,32 g N vaso?). Na coluna, e para cada ciclo, letras iguais
indicam a auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de comparagédo
multipla de médias de Tukey HSD (a. = 0,05).

Boro Ferro Manganés Zinco Cobre
mg kg

Micro (M)

Sem 44,7 a 624,2 a 56,8 a 203,2a 136a

Com 41,7b 592,0a 50,4 b 132,7a 120b
Prob (M) 0,0018 0,5145 0,0433 0,0732 0,0023
Erro padréo 0,60 34,27 2,09 26,42 0,33
Dose de N (DN)

D1 48,6 a 622,4 a 59,0a 160,7 a 119a

D2 44.8b 645,0 a 52,4 a 2259a 12,3a

D3 40,0 c 554,2 a 50,0 a 1529a 13,4a

D4 394 c 6109 a 53,1a 1324 a 13,7a
Prob (DN) <0,0001 0,6006 0,2059 0,3443 0,0344
Erro padrdo 0,84 48,67 2,95 37,36 0,47
Prob (M x DN) 0,0029 0,3071 0,5559 0,1095 0,8479
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6. DISCUSSAO

6.1. FATOR MICRORGANISMO

As bactérias do género Methylobacterium estdo abundantemente presentes na filosfera
das plantas e podem promover o crescimento e desenvolvimento da planta hospedeira através
da producéo de uma variedade de fitohormdnios (Mizuno et al. 2013 ). Estes microrganismos
utilizam compostos orgéanicos como fonte de energia para o crescimento (Zhang et al., 2021).
Isso é possivel através da oxidagdo e assimilacdo do metanol, um subproduto associado ao
metabolismo das plantas, que é utilizado como substrato para os PPFMs. A simbiose existente
entre PPFMs e a filosfera gera muitos efeitos desejaveis no crescimento das plantas e na
resisténcia a doencas.

Geralmente, os mecanismos usados por Methylobacterium sp. para promover o
crescimento das plantas séo relacionados a aquisicéo de nutrientes, producdo de fitormonios e
protecdo contra fitopatdgenos. Cervantes-Martinez et al. (2004) atribuiram ao enddfito o
aumento da atividade fotossintética em plantas, mediado pelo aumento do nimero de estdbmatos,
aumento da concentracdo de clorofila e o teor de acido malico na planta hospedeira. Estas
caracteristicas podem explicar o incremento de matéria seca observado nas plantas de alface

tratadas com o microrganismo.

Vadivukkarasi e Bhai (2020) verificaram que plantas de gengibre pulverizadas com
estirpes do género Methylobacterium mostraram aumento significativo em diversos parametros
desta cultura, incluindo no nimero, comprimento, largura das folhas e na produtividade em
comparagdo ao controle. Na cana de acgucar, estas bactérias sdo importantes endofitas
consideradas responsaveis pelo aumento da germinacdo de sementes, da area foliar, da altura

da planta e numero de entrenos (Rossetto et al., 2011).

No estudo realizado por Madhaiyan et al. (2006), Methylobacterium sp. estimulou a
germinacdo e o crescimento da cultura do amendoim em casa de vegetacdo, mostrando
diferenga significativa em relagéo ao controle. Estudos anteriores também relataram os efeitos
benéficos da aplicacdo de bactérias metilotroficas através da embebicdo de sementes (Holland
e Polacco, 1994) e pulverizacdo da filosfera (Holland, 1997) no aumento do crescimento e

produtividade da planta de soja. Hoppe et al. (2011) e Chanratana et al. (2018) relataram que a
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promocao do crescimento de plantas ocorreu pela producdo de fitormdnios como citocininas e

auxinas, melhoria da capacidade fotossintética e pela regulagem da concentracdo de etileno.

Pascual et al. (2020) avaliaram o efeito da Methylobacterium symbioticum na planta em
ensaios in vitro e in vivo. Desde o inicio, a bactéria apresentou a capacidade de penetrar no
tecido da planta e, movendo-se pelo xilema, ndo foi afetada pelo local de inoculagdo (raiz ou
broto). Neste mesmo estudo, a nitrato redutase, uma enzima chave para a assimilacdo do
nitrogénio (Schrader e Hageman, 2008), diminuiu nas plantas inoculadas, mas ndo teve um
efeito negativo sobre o teor de clorofilas, medida através de SPAD (Pascual et al., 2020). No
presente trabalho, em ambos os ciclos, o tratamento Com Microrganismo resultou em menores
concentracdes de nitrato nos tecidos. Este fato poderia sustentar a visdo de que o nitrogénio
atmosférico fixado através da M. symbioticum inibiu a atividade da enzima nitrato redutase
através da producdo de nitrogénio amoniacal, um composto intermediario de fixacdo de

nitrogénio, que é demonstrada a inibicdo desta atividade enzimatica (Hoffman et al., 2014).

Vérios pesquisadores relataram a capacidade de promocdo do crescimento
de Methylobacterium em varias culturas e verificou-se que sua inoculagcdo aumenta a atividade
fotossintética, aumentando o nimero de estdmatos e a concentragdo de clorofila (Ponnusamy
etal., 2017). A contribuicdo dos microrganismos deste género pode ser evidenciada no primeiro
ciclo da alface, em que o tratamento com Methylobacterium resultou em maiores valores na
leitura SPAD.

Sivakumar et al. (2017) identificaram que a aplicacdo foliar de Methylobacterium e
outros promotores do crescimento de plantas preveniram a quebra da clorofila durante a seca,
levando a retencdo da clorofila e retardo da senescéncia. Este resultado é corroborado com
resultados encontrados em arroz, por Misratia et al. (2013) e por Madhaiyane et al. (2004), que
observaram maior atividade fotossintética na cultivar de arroz que recebeu Methylobacterium
e atribuiram o efeito ao aumento da concentracdo de clorofila, teor de &cido mélico e aumento
do numero de estbmatos. Meenakshi e Savalgi (2009) encontraram alto teor de clorofila no
tratamento que recebeu tanto inoculagdo de sementes quanto pulverizacdo foliar de

Methylobacterium.

Pascual et al. (2020), constataram que a inoculacdo de Methylobacterium symbioticum
permitiu reduzir a aplicacdo de nitrogénio em 50% sem qualquer perda de SPAD, que
monitoraria o teor de clorofila e estado nutricional (Dourado et al., 2013). Os valores SPAD
obtidos por Pascual et al. (2020) foram maiores no tratamento que forneceu apenas 50% do
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nitrogénio requerido pela cultura do que a 100% da necessidade. De acordo com Omer et al.
(2004) e Schauer et al. (2011), este fato pode ser explicado pela simbiose decorrente da
necessidade de suprir o nitrogénio, provocado pela deficiéncia nutricional, enquanto com uma
completa contribuicdo nutricional (100% do nitrogénio), a planta ndo necessita o nitrogénio

potencial que o indculo forneceria.

De maneira geral, os teores de macro e micronutrientes no tecido da planta ndo foram
diretamente influenciados pela inoculacdo com Methylobacterium symbioticum, pois
apresentaram formas variadas de comportamento entre os ciclos de cultivo. Desta forma, novas
pesquisas devem ser realizadas para explicar e evidenciar as possiveis interacGes do

microrganimo com 0s nutrientes.

6.2. FATOR DOSE DE NITROGENIO

A fertilizacdo efetuada na alface influenciou a producao de matéria seca, a area foliar e
o teor de nitrogénio mineral nas folhas. Em ambos os ciclos, foi possivel observar que os vasos
que receberam as maiores doses de nitrogénio (D3 e D4) apresentaram a maior producéo de
MS (g planta™) em comparagdo com o tratamento D2, que obteve valores muito proximos aos
da modalidade testemunha (D1). Houve ainda, um incremento nos valores obtidos no segundo

ciclo, sobretudo onde aplicaram-se as doses mais elevadas.

O nitrogénio é um macronutriente essencial para as culturas, e para a alface € o nutriente
gue mais interfere no crescimento vegetativo. Segundo Filgueira (2003), o nitrogénio favorece
0 crescimento vegetativo, o acimulo de massa, 0 aumento da area foliar e, consequentemente,
a expresséo do potencial produtivo da alface. Para esta e as demais culturas folhosas horticolas,
uma maior area foliar, maior massa fresca e seca resultam, consequentemente, em maior
produtividade (Aradjo Neto et al., 2009).

Este aumento na biomassa em funcao de doses crescentes de nitrogénio pode ser apoiado
nos resultados obtidos por Castro e Ferraz Jr (1998), Alvarenga et al. (2003), Yuri et al. (2004)
e Resende et al. (2009) que observaram o efeito do nitrogénio sobre o aumento da produgéo de
massa seca de alface. Almeida et al. (2011) observaram que a deficiéncia de nitrogénio afetou
negativamente o crescimento da cultura, causando decréscimo na altura das plantas, area foliar,

numero de folhas, medida indireta da clorofila e massa seca das plantas de alface.
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Quando avaliados os resultados da area foliar, pode-se perceber que em ambos os ciclos
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, o que demonstra que as doses crescentes
de nitrogénio ndo resultaram em crescente aumento da area foliar. Deste modo, o ganho de
massa ndo pode ser atribuido apenas a area foliar, mas também a capacidade de aproveitamento
da energia luminosa que envolve, sobretudo, o mecanismo de fixacdo de carbono, que é o
responsavel principal por governar o crescimento e o desenvolvimento vegetal (Caron et al.,
2012). Apesar da area foliar ndo variar em funcédo do aumento das doses de nitrogénio, houve

acumulo de matéria seca em funcao deste tratamento.

A alface, por ser uma cultura composta basicamente por folhas, tem uma forte resposta
a adubacdo nitrogenada (Resende et al., 2009). Segundo Marschner (1995), o nitrogénio é,
normalmente, o elemento mineral encontrado em maior quantidade na matéria seca da alface.
Diversos autores relatam o aumento do nitrogénio na alface com o incremento das doses de
nitrogénio aplicado (Castro e Ferraz Jr, 1998; Tei et al., 2000; Chen et al., 2004; Yuri et al.,
2004; Mantovani et al., 2005; Porto et al., 2008) O aumento da concentracao de nitrogénio na
planta com o incremento das doses de nitrogénio verificado neste estudo € uma resposta
coerente em alface, uma vez que no primeiro e segundo ciclos, o tratamento D1, correspondente
a testemunha, apresentou os menores teores de nitrogénio (25,2 g kgt e 22,3 g kg?)
comparativamente ao tratamento D4, que apresentou as maiores concentracfes de nitrogénio
nas folhas (38,9 g kgt e 37,3 g kg™?).

Grande parte do nitrogénio contido nas folhas é integrante das enzimas que estdo
associadas aos cloroplastos e participam da sintese das moléculas de clorofila (Zotarelli et al.,
2003). Desta forma, sua medicdo indireta serve como medida de nitrogénio na planta (Almeida
et al., 2011) e pode ser utilizado como ferramenta para se verificar deficiéncias nutricionais
desse elemento. Segundo Taiz e Zeiger (2004), o teor de clorofilas nas folhas é influenciado
por diversos fatores bidticos e abidticos, estando diretamente relacionado com o potencial de
atividade fotossintética das plantas. Desta forma, uma maior eficiéncia fotossintética tem
correlacdo direta com o rendimento da cultura, pois consequentemente acelera a taxa de
crescimento da planta, aumentando a producdo de massa seca (Heringer e Moojen, 2002;
Quadros e Bandinelli, 2005). No primeiro ciclo, os valores SPAD néo tiveram diferencas
significativas entre os tratamentos, o que nao era esperado, visto que o nitrogénio faz parte da
constituicdo da molécula de clorofila, e por este motivo se esperaria que sua auséncia afetasse
na formacao da clorofila. Isso demonstra que apesar da maior disponibilidade de nitrogénio, a

planta ndo o converteu integralmente em pigmentos fotossintéticos (Pereira, 2015).
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Porto et al. (2008), em experimento utilizando adubagdo nitrogenada, constataram
aumento linear dos teores de clorofila em funcdo das doses de nitrogénio. Além disso,
observaram uma correlacdo positiva entre o teor de nitrogénio foliar e o teor de clorofila nas
folhas de alface. Este comportamento foi observado no segundo ciclo da cultura, onde o
aumento da disponibilidade de nitrogénio no solo incrementou a sua absorgéo e o teor de
nitrogénio na folha, resultando em uma elevagéo dos teores de clorofila (D1, 21,5; D4, 28,4),
observada através da leitura SPAD. Como resposta, obteve-se uma maior eficiéncia
fotossintética e maior produtividade em matéria seca da alface no segundo ciclo. Este
comportamento corrobora com o exposto por Taiz e Zeiger (2004) e com os resultados obtidos
por Carvalho et al. (2003) para a cultura do feijoeiro. Em ambos os ciclos, o valor de clorofila
SPAD apresentou-se ligeiramente superior aos resultados encontrados por Santos et al. (2010)
que, trabalhando com alface, obtiveram a média de 22,5 (unidade SPAD) e por Graciano (2019),

cujos valores observados situaram-se entre 15,2 e 22,5.

O aumento das doses de nitrogénio resultou em incremento nos teores de nitrato. No
primeiro ciclo, o tratamento D4 apresentou concentragdes de nitrato nas folhas (84,6 mg kg™),
significativamente mais elevados que o tratamento D1 (32,3 mg kg™) que ndo recebeu
fertilizag&o nitrogenada. Este comportamento ocorreu novamente no segundo ciclo, com teores
de nitrato na ordem de 28,7 mg kgt em D1 a 50,0 mg kg em D4. Esses resultados demonstram
uma relacdo direta entre a elevacdo na disponibilidade de nitrogénio e o acimulo de nitrato
pelas plantas, em concordancia com o trabalho de diversos outros autores (Castro e Ferraz Jr,
1998; Chen et al., 2004; Porto et al., 2008; Porto et al., 2012 Liu et al., 2014).

A disponibilidade de nitrogénio, juntamente com a intensidade luminosa, € o fator que
mais exerce influéncia no acumulo de nitrato pelas plantas. Cometti et al. (2004) relatam que o
acumulo de nitrato pelas plantas ocorre quando, havendo disponibilidade de nitrogénio no
sistema, a planta o absorve em maior quantidade em relagcdo a capacidade de reducdo e
assimilacdo, estocando-o em seus vactolos na forma de nitrato. Assim, maior disponibilidade
de nitrogénio atraves da utilizacdo de fertilizantes minerais, organicos ou na composicao de

solugdes nutritivas, irdo ocasionar acimulo de nitrato nos tecidos (Porto et al., 2012).

Comparando os dados de produgdo de matéria fresca (Figuras 1 e 2) com o0s das
quantidades acumuladas de nitrato na parte aérea das plantas (Figuras 7 e 8), verificou-se que,
com o0 aumento das doses de nitrogénio, houve maior acimulo de nitrato do que acréscimo de

mateéria fresca. Este resultado, também encontrado por Mantovani et al. (2005) permite afirmar
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que as maiores doses de nitrogénio resultaram em maiores perdas em qualidade (pelo aumento

do acimulo de nitrato nos tecidos) do que ganhos de producéo de matéria seca (g vaso™).

O acumulo de nitrato nos alimentos tornou-se tema de discussdo no que diz respeito a
seguranca alimentar e nutricional, pois, quando ingerido em grandes quantidades, pode ser
prejudicial & saude (Porto et al., 2008). Na Unido Europeia, fixaram-se limites maximos de
nitrato por quilograma de alface produzido. Quando cultivada em ambiente protegido, os teores
de nitrato podem variar de 2500 mg no verao a 4000 mg por kg de mateéria fresca no inverno.
Quando a producéo ocorre ao ar livre, os limites variam de 3500 a 4500 mg por kg de matéria
fresca, respetivamente no verdo e no inverno (P6rto et al., 2008). Neste estudo, os teores de
nitrato acumulados nos tecidos da alface apresentaram-se muito inferiores aos permitidos pela
legislacdo, assim como pelos resultados encontrados em diferentes sistemas de cultivo de alface

avaliados por Pedrinho et al. (2021).

De maneira geral, ocorreu um incremento nos teores de magnésio com a aplicacao de
doses crescentes de nitrogénio, resultado também observado por Resende et al. (2012). Segundo
Malavolta (2006), entre as principais funcbes do magnésio nas plantas destaca-se a sua
participacdo na clorofila e ativacdo de um grande numero de enzimas, principalmente, as
fosforilativas. Desta forma, 0 aumento dos teores de magnésio em funcdo do aumento dos teores
de nitrogénio no tecido pode estar relacionado com as fungbes complementares desses
nutrientes na composicdo da molécula de clorofila, onde cada &tomo de magnésio esta ligado a
quatro &tomos de nitrogénio. Uma tendéncia que deve ser considerada € que, em ambos 0s
ciclos, no tratamento D3 h& uma ligeira reducdo dos teores de magnésio nos tecidos. Também
é possivel visualizar a reducao dos teores de boro nos tecidos em funcdo do aumento da dose
de nitrogénio aplicada na cultura. Segundo Rodrigues (2000), este efeito pode ser atribuido a

uma relacéo de antagonismo na absorcéo de boro pelo nitrogénio.
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7. CONCLUSOES

No primeiro ciclo da cultura, a inoculagdo com Methylobacterium symbioticum resultou
em maior producdo de matéria seca da alface, maior area foliar, maior valor nas leituras SPAD,
menor concentragdo de nitrato e ndo influenciou nos teores de nitrogénio nos tecidos. No
segundo ciclo da cultura, as alfaces tratadas com microrganismo apresentaram novamente
maior producdo de matéria seca e menores teores nitrato nos tecidos. Neste ciclo, observou-se
também uma menor concentracao de nitrogénio. Entretanto, o tratamento com microrganismo

ndo influenciou na area foliar nem nos valores das leituras SPAD.

Para os valores de macro e micronutrientes ndo se constata uma alteracdo coerente entre
os ciclos, em funcéo dos tratamentos do fator Microrganismo. Desta forma, pode-se sugerir que
a inoculacdo de Methylobacterium symbioticum ndo tem capacidade de influenciar o

comportamento da alface em relagdo aos macros e micronutrientes.

A maior dose de nitrogénio resultou, no primeiro ciclo da cultura, em maior produgéo
de matéria seca e maiores concentrac@es de nitrogénio e nitrato nos tecidos comparativamente
a testemunha, que ndo recebeu fertilizacdo nitrogenada. Entretanto, ndo se registraram
diferencas significativas entre tratamentos nos valores de area foliar e das leituras SPAD. No
segundo ciclo da cultura, o comportamento das crescentes doses de nitrogénio foi muito
semelhante ao primeiro ciclo, contudo, as leituras SPAD também foram maiores a medida em
gue se aumentou a dose de nitrogénio, enquanto que a area foliar novamente ndo foi

influenciada.

As doses crescentes de nitrogénio influenciaram no aumento da concentracdo de
magnésio nos tecidos da alface cultivadas no primeiro e segundo ciclo, enquanto que, para
fosforo, potassio e calcio ndo foi possivel estabelecer uma influéncia direta. As doses crescentes
de nitrogénio resultaram em menores concentracdes de boro nos tecidos da planta, enquanto

que os demais nutrientes ndo sofreram influéncia dos acréscimos nas doses de nitrogénio.
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