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Resumo

A agricultura atual pretende manter a produtividade, assegurando protecéo dos
ecossistemas. Neste contexto é importante a gestdo e preservacdo do solo. O
microbioma do solo é responsavel por processos de extrema importancia, como a
decomposi¢cdo da matéria organica e consequente disponibilizacdo de nutrientes para
as plantas. A monitorizacdo da variagdo espacial da atividade microbiana e de
parametros fisiologicos da videira, permite aferir eventuais relagbes de causa-efeito,
contribuindo para a gestdo mais sustentavel da vinha. Assim, para uma vinha em
Montemor-o-Novo, quantificou-se a biomassa microbiana, a respiragdo microbiana do
solo, as bactérias e fungos culturaveis, a colonizagdo micorrizica, a atividade enzimatica
da desidrogenase, arilsulfatase, B-glucosidase e fosfatase. Foi ainda avaliado o teor de
clorofila das videiras, os isétopos C!? e C'3 e a razdo entre fluorescéncia variavel e
méxima. O padrdo de variagdo espacial destes parametros e a analise da sua interacao,

permitiu identificar zonas distintas, que poderéo ser geridas de forma diferenciada.

Palavras-chave: agricultura; solo; vinha; atividade microbiana; parametros fisiol6gicos.
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Abstract

Spatial characterization of a vineyard: physiological parameters and soil
microbial activity.

Current agriculture aims to maintain productivity while ensuring the protection of
ecosystems. In this context, soil management and preservation is important. The soil
microbiome is responsible for extremely important processes, such as the decomposition
of organic matter and the consequent availability of nutrients for plants. Monitoring the
spatial variation of microbial activity and the grapevine's physiological parameters allows
the assessment of cause-effect relationships, contributing to a more sustainable
management of the vine. Thus, for a vineyard in Montemor-o-Novo, microbial biomass,
soil microbial activity, cultivable bacteria and fungi, mycorrhizal colonization, enzymatic
activity of dehydrogenase, arylsulfatase, B-glucosidase and phosphatase were
quantified. The chlorophyll content of the vines, the C12 and C13 isotopes and the ratio
between fluorescence variable and maximum were also evaluated. The pattern of spatial
variation of these parameters and the analysis of their interaction, allowed the

identification of, which can be managed differently.

Keywords: agriculture; soil; vineyard; microbial activity; physiological parameters.



Lista de abreviaturas, siglas e acronimos

AMF — (do Inglés arbuscular mycorrhizal fungi) fungo micorrizico arbuscular
ATP — adenosina trifosfato

C-Mic — carbono da biomassa microbiana

DHA - desidrogenase

Fv/Fm — fluorescéncia variavel/fluorescéncia maxima

IRMS — (do Inglés isotopes ratio mass spectrometer) Espectrometria de Massa de

Relagéo Isotépica

NA — (do Inglés nutrient agar) agar nutritivo

PDA - (do Inglés potato dextrose agar) agar batata dextrose
PNG — p-nitrofenol-B-D-glucopiranésido

PNP — para-nitrofenol

PNF- fosfato de p-nitrofenol

PNS - sulfato de p-nitrofenol

RBS - respiracéo basal do solo

TPF - triphenylformazan

TTC — cloreto de trifeniltetrazélio



1. Introducéao



O presente trabalho tem como objetivo caracterizar uma vinha localizada no
concelho de Montemor-o0-Novo, na Herdade da Amoreira de Cima, no que diz respeito
a variacao espacial de diversos parametros relativos a atividade microbioldgica do solo,
bem como parametros fisiol6gicos da prépria videira. A avaliacdo da variacdo espacial
de parametros relacionados com a atividade microbiana, juntamente com outras
avaliacBes a nivel da fisiologia da videira permitem aferir eventuais relacdes de causa-
efeito que irdo contribuir com informacao relevante para a gestdo do agroecossistema
da vinha. No que diz respeito a caracterizacdo da atividade microbiana do solo, foi
quantificada a biomassa microbiana e a respiracdo microbiana, foi realizada a
guantificacdo de bactérias e fungos culturaveis, bem como a avaliagdo da atividade
enzimatica das enzimas desidrogenase, arilsulfatase, B-glucosidase e fosfatase. Tendo
em conta a importancia dos fungos micorrizicos, foi determinada a taxa de colonizacao
micorrizica de raizes de plantas encontradas no solo amostrado. Relativamente aos
parametros fisiologicos da videira, foi determinado o teor de clorofila, foram
descriminados os isétopos C*? e C'® e foi determinada a razdo entre fluorescéncia
variavel e maxima (Fv/Fm).

Num contexto agrondmico, a analise conjunta de parametros associados ao solo
e as culturas proporciona uma analise global da sua interacao e variabilidade espacial
dentro da area em estudo, revestindo-se de grande utilidade no apoio a decisédo

agronémica para o local.



2. Revisdao Bibliografica



2.1 A agricultura

A agricultura permite ao Homem a produgédo de bens através da manipulagdo dos
ecossistemas, podendo ser definida como o conjunto de intervencdes humanas nestes, de
modo a maximizar o rendimento do produto desejado e minimizar as perdas de energia
nas cadeias tréficas associadas (Ehlers, 2009). Os ecossistemas modificados pela préatica
da agricultura sdo designados por agroecossistemas. Consistem, portanto, num
ecossistema manipulado pelo Homem de modo a maximizar a producdo de alimentos
(Envirothon & Issue, 2019) e de outros bens e servigos derivados da agricultura. Os
agroecossistemas sao caracterizados por um menor numero de espécies,
comparativamente a um ecossistema natural que n&o foi manipulado pelo Homem. A
diminuicdo do numero de espécies é resultado da necessidade de reduzir perdas de
energia nas cadeias troficas nos ecossistemas agricolas, com o objetivo de remover
transferéncias de energia indesejadas (para parasitas, patbgenos, plantas concorrentes,
entre outros) e estd normalmente associado com a diminuicdo da cadeia trofica.

A autonomia energética dos agroecossistemas é relativamente baixa, uma vez que
depende dos inputs fornecidos pelo Homem (Fereres & Villalobos, 2016). Estes inputs sao
externos e podem ser fertilizantes minerais ou organicos, in6culos de microrganismos,
pesticidas, entre outros, que sao aplicados pelo homem de modo a maximizar a
produtividade das culturas e 0 seu consequente retorno econémico, sendo colocados de
parte os seus efeitos secundarios, na grande maioria das vezes, nocivos para 0 meio
ambiente envolvente (Binemann et al., 2006).

Como a estratégia das praticas agricolas consiste na manipulagdo do meio
ambiente e da comunidade vegetal de forma a otimizar o rendimento dos bens produzidos,
os critérios aplicados a gestdo de qualquer sistema agricola devem ter em consideracao
os diversos fatores que serdo afetados pelas decisbes tomadas pelo produtor. Assim,
devem ser considerados ndo apenas 0s processos de producdo animal e vegetal, tendo
em consideracdo 0s objetivos econdmicos, mas também os efeitos no solo, recursos
hidricos, bem-estar animal, satde humana, biodiversidade, entre outros.

A partir do inicio do século XX, a agricultura tradicional sofreu uma transformacéao
relativamente & sua produtividade devido, principalmente, & aplicacdo de fertilizantes e
fitofarmacos, e também devido a intensificacdo da mecanizagdo agricola (Passioura,
2002). Apos este periodo, a agricultura sofreu uma série de alteragfes relativamente ao
seu modo produtivo de forma a diminuir as restricbes do meio ambiente e a necessidade
de trabalho agricola, de modo a conseguir alimentar uma populagdo em crescimento
constante. A producdo agricola disparou devido a emergéncia de novas tecnologias, a

intensificacdo da mecanizacdo, a utilizacdo de produtos quimicos e a politicas



governamentais que favoreceram a maximizacdo da producdo juntamente com reducao
acentuada de precos destes bens (Envirothon & Issue, 2019) principalmente no pés-guerra.
Neste periodo, a agricultura desenvolveu-se significativamente e, como resposta a
preocupante escassez alimentar no periodo p6s Segunda Guerra Mundial, surgindo a
Revolucéo Verde.

A Revolucado Verde surgiu na década de 1960 e consistiu ha modernizacdo dos
sistemas agricolas a nivel global, visando a maximizacdo do rendimento agricola em
situacdes ecoldgicas diferentes. O objetivo da Revolucdo Verde foi elevar ao maximo o
potencial agricola, de modo a gerar as condi¢c6es ecolbgicas ideais, afastando predadores
naturais através da utilizacdo de fitofarmacos e contribuindo para a nutricdo das culturas
recorrendo a fertilizacdo quimica. A utilizagdo intensiva de pesticidas e de fertilizantes
quimicos, juntamente com o melhoramento desenvolvimento genético de culturas,
contribuiu para o aparente sucesso da Revolugéo Verde, conseguindo, assim, aumentar a
producdo agricola mundial (Matos, 2011). Deste modo, a Revolucado Verde permitiu o
aumento da produtividade das culturas, melhorou a qualidade nutricional dos alimentos
produzidos e reduziu os custos de producédo destes (Rosset et al., 2000). No entanto, este
processo teve um elevado custo para o meio ambiente, tendo afetado de modo significativo
a estabilidade ecoldgica dos agroecossistemas, tanto no equilibrio fisico, quimico e
biolégico dos solos, como na suscetibilidade das culturas face a ataques de pragas e
doencas (Ehlers, 2009). Verificou-se um aumento da erosdo do solo, do consumo de agua
doce, da contaminacao de reservatorios e linhas de gua com nitratos devido a utilizagéo
excessiva de fertilizantes, com consequente eutrofizagcdo destes, da emisséo de gases com
efeito estufa devido a intensificagdo da mecanizacao e devido a realizacdo de queimadas
agricolas (Savci, 2012). Verificou-se ainda a emergéncia de novas ameagas a saude
humana devido a disseminacdo de novos agentes patogénicos, 0 aumento da
concentracdo econdémica nas industrias alimentares e agricolas e a desintegracdo de
comunidades rurais, entre outros (Rosset et al., 2014). Para além disto, durante a
Revolucao Verde, verificou-se um esgotamento a nivel de nutrientes do solo, 0 que teve
um impacto negativo na vida microbiana na camada superior deste e também se verificou
uma reducdo na fracdo de matéria organica do solo, devido a diminui¢cdo do retorno de
residuos das culturas e de matéria organica ao solo, causando a sua deterioragdo. Foi
ainda verificado a extingcéo de variedades de plantas nativas, devido a reducao da utilizacéo
destas favorecendo as variedades de alto-rendimento. Relativamente a saide humana, a
utilizacdo intensiva de pesticidas originou problemas de saude humana do foro nervoso,
enddcrino, reprodutivo e do sistema imunitario (Daisy & Giridhara, 2021). Assim, a
substituicdo de ecossistemas complexos, diversificados e em equilibrio por sistemas

produtivos altamente simplificados, provocou uma série de impactos negativos a nivel
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econdmico e ambiental (Ehlers, 2009) A nivel do solo, a agricultura tornou-se numa pratica
desgastante, uma vez que o0s solos sdo manipulados intensivamente por maguinas
pesadas, e sdo aplicados fertilizantes e fitofarmacos, resultando na sua compactacao e na
degradacao das suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas, sendo, deste modo,

insustentavel manter os atuais sistemas de producao agricola.

2.2 Solo
O solo é o meio que sustenta a vida, nomeadamente a vida de organismos de

extrema importancia com diversas atividades e funcdes: é a partir do solo que se inicia o
fluxo de energia e de matéria nos ecossistemas, sendo que este fluxo faz parte de todos
os ciclos ecoldgicos do planeta. (Vezzani, 2015). E um recurso natural onde se d&o
inUmeros processos ecolégicos de extrema importancia: para além de ser o meio de
crescimento de plantas, tem a capacidade de regular o fluxo de agua no meio ambiente e
serve como um tampédo na formagéo, atenuagéo e degradagdo de compostos naturais e
xenobidticos (Komatsuzaki & Ohta, 2007).

O solo apresenta uma estrutura heterogénea, sendo composto por particulas
elementares (areia, limo e argila), ar, Agua e matéria organica. As particulas elementares
agrupam-se dando origem a agregados de maior dimensédo. A formagdo dos diferentes
agregados do solo representa diferentes etapas na génese da estrutura de um determinado
tipo de solo e possui mecanismos fisicos, quimicos e biolégicos bastante distintos
envolvidos na sua formacgédo. Solos férteis apresentam uma elevada propor¢do dos seus
componentes associados a agregados estaveis, uma vez que nestes ha uma melhor
penetracdo radicular por parte das raizes de plantas, um melhor arejamento e drenagem,
uma difusdo mais rapida de agua e solutos, uma maior capacidade de trocas i6nicas e um
teor mais elevado de contetdo himico. Desta forma, suportam uma elevada biomassa
microbiana bastante diversificada (Burns & Davies, 1986). Tendo em conta a estrutura
heterogénea do solo e a sua composi¢do por agregados, € possivel a formacdo de uma
grande diversidade de microhabitats em funcéo das suas caracteristicas fisicas, quimicas
e biolégicas, disponibilidade de nutrientes e, também e em funcdo do tempo. A formacao
de microhabitats estd associada a formacdo de agregados de solo com diferentes
proporcdes de areia, argila e limo, que funcionam como um suporte fisico para a aderéncia
dos microrganismos e, para além disto, proporcionam ainda diferentes condicdes de
arejamento e de disponibilidade de nutrientes que possibilitam a coexisténcia de milhares
de microrganismos com diferentes capacidades metabdlicas (Cardoso & Andreote, 2016;
FAO - Food and Agricultural Organization, n.d.). As plantas interagem com microrganismos

da rizosfera, fazendo estes microrganismos parte do microbioma da planta. Estes



microrganismos afetam o crescimento das plantas e respondem a exsudados das raizes,
podendo ter um impacto positivo na saldde das plantas e na sua produtividade, uma vez
que a presenca de determinados microrganismos na rizosfera pode diminuir a incidéncia
de doencas e aumentar a taxa de utilizacdo de nutrientes. Um caso particular deste tipo de
interacbes sdo as relacdes simbidticas mutualistas, como as que se estabelecem com os
fungos micorrizicos arbusculares ou com grupos particulares de bactérias, como por
exemplo os rizobios. As plantas, por sua vez, sdo uma fonte de nutrientes para estes
microrganismos (Xiong et al., 2021). A medida que as raizes das plantas se desenvolvem,
estas alteram as propriedades do solo e desta forma alteram a vida microbiana do solo. Os
exsudados ativos das raizes apresentam a capacidade de condicionar a presenca de
determinados microrganismos na rizosfera. Células radiculares livres, possivelmente
derivadas da zona da coifa de raizes jovens, fornecem um bom substrato para o
desenvolvimento microbiano. Os niveis de diéxido de carbono, oxigénio e agua na regiao
do solo adjacente as raizes difere das zonas ndo-adjacentes as raizes e isso também afeta
a atividade microbiana do solo na regido sobre a influéncia radicular (Burges & Raw, 1967).

2.3 Microrganismos do solo
O microbioma do solo tem a capacidade de alterar o meio envolvente através do

seu metabolismo: consegue modificar a solubilidade dos componentes minerais do solo,
reduzir quimicamente componentes organicos, modificar a estrutura do solo, oxidar
compostos inorgéanicos e utilizar uma variedade de compostos do solo como aceitadores
de eletrdes no seu metabolismo (Tate, 2021). Tendo em consideracdo a diversidade e
capacidade adaptativa dos microrganismos, estes podem ser utilizados na agricultura
sustentavel, uma vez que desempenham varios papéis chave a nivel do solo, fundamentais
para a pratica da agricultura, entre os quais: decomposicdo de matéria organica e aumento
consequente da disponibilidade de nutrientes do solo, reciclagem e transporte de
nutrientes, agregacao de particulas do solo e estabilidade estrutural deste, fixag&o de azoto
atmosférico, sequestro de carbono e degradagédo de compostos xenobioticos (Miransari et
al., 2013).

Relativamente a decomposicdo de matéria organica, 0S microrganismos
desempenham um papel chave na mineralizacdo de matéria organica, uma vez que 0s
microrganismos decompositores possuem a capacidade de quebrar moléculas complexas
em moléculas mais simples, degradando a matéria organica e libertando nutrientes para o
meio, que poderao ser assimilados pelas plantas (Davet, 2001).

Também possuem a capacidade de contribuir para a agregacéo de particulas do

solo e para a estabilidade estrutural deste: a qualidade da estrutura do solo depende da



estabilidade do seus agregados. Raizes e hifas de fungos, nomeadamente hifas de fungos
micorrizicos, tém a capacidade de estabilizar macroagregados; os micrébios do solo
conseguem também estabilizar microagregados através da producdo de uma capsula
constituida por polissacarideos e glicoproteinas e da secrecdo de polissacarideos
extracelulares, formando uma camada mucoide a volta da col6énia. Assim, tanto a capsula
segregada como a camada mucoide promovem a aderéncia de particulas de solo,
estabilizando, dessa forma, os microagregados do solo (Tisdall, 1994; Davet, 2001).

Para além disto, determinados microrganismos fazem parte do processo de fixacdo
de azoto atmosférico: as bactérias fixadoras de azoto, como os rizébios, que estabelecem
simbioses com leguminosas e conseguem transformar o azoto atmosférico em compostos
azotados assimilaveis pelas raizes das plantas (Chen et al., 2003).

A contaminacdo ambiental global por compostos xenobiéticos tornou-se um
problema ambiental grave. Muitos destes compostos tém um impacto ambiental nocivo,
devido a sua toxicidade, persisténcia prolongada no meio e biodegradabilidade limitada. A
degradacao de compostos xenobiéticos através da utilizagdo de micrébios foi considerada
a abordagem mais eficaz e benéfica. Alguns microorganismos apresentam um potencial
catabolico elevado, devido a presenca de determinados genes, enzimas e vias de
degradacao implicadas no processo de biodegradacdo destes compostos. (Mishra et al.,
2021).

Os microrganismos de solo promovem ainda o sequestro de carbono: a
concentracdo de didéxido de carbono no solo é bastante mais elevada do que a
concentrac@o de dioxido de carbono na atmosfera. (Grover et al., 2015). O sequestro de
carbono da atmosfera envolve plantas e microrganismos, incluindo bactérias, algas, fungos
e leveduras através de duas vias, a fotossintética e a nao-fotossintética. Os organismos
autotroficos e heterotroficos incorporam o diéxido de carbono em varios produtos de
carbono orgéanico, como a celulose, lignocelulose, quitina, hemicelulose, entre outros. O
sequestro de carbono ecologicamente correto pode ser alcancado através da utilizacédo
adequada destes organismos (Gayathri et al., 2021).

Como a flora microbiana do solo varia dependendo das condi¢des deste, o tipo e
quantidade de matéria organica que entra no solo determina o estado a nivel microbiano.
Assim, o input organico 6timo modifica as populacdes microbianas, as cadeias alimentares
e 0s processos bioldgicos envolvidos na transformacao de nutrientes no solo (Yadav et al.,
2018). Deste modo, é de extrema importancia a boa gestao, preservacao e manutengao
do solo (Cardoso & Andreote, 2016; FAO - Food and Agricultural Organization, n.d.).

Assim, os microrganismos desempenham um papel fundamental uma vez que
exercem fungbes chave em processos de extrema importancia para todo o ecossistema

(Elsas et al., 2019)., principalmente no que toca a fertilidade do solo e a satude das plantas.
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A possibilidade de gerir os microrganismos do solo € um componente importante na
agricultura sustentivel, no sentido de capitalizar os servicos de ecossistema que
proporcionam para melhorar producéo agricola. Esta gestao deve desejavelmente ser feita
pela adocao de praticas agronémicas que favorecam o desenvolvimento e diversidade do
microbioma do solo, sendo que em algumas circunstancias se pode ainda recorrer a
inoculacdo de microrganismos benéficos (Higa & Parr, 1994), como por exemplo, a
inoculagéo de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal e/ou fungos de solo, como
Trichoderma sp. e fungos micorrizicos (Lopes et al., 2018).

As rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV) sdo bactérias que
colonizam a rizosfera de plantas e tém a capacidade de promover o crescimento vegetal,
beneficiando de exsudados das raizes, exercendo efeitos benéficos sobre as plantas, como
por exemplo: fixacdo biologica de azoto, solubilizacdo de fosfatos, producdo de
fitohormonas, ativacdo de mecanismos de defesa de plantas face a situacbes de stress,
podem ainda ter um efeito antagonista face a microrganismos patogénicos para as plantas,
entre outros (Ahemad & Kibret, 2014; Rahman et al., 2018). Dentro das RPCV temos o0s
géneros Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, entre
outros, sendo capazes de promover o crescimento vegetal, aumentar a produtividade das
culturas, aumentar a taxa de emergéncia de sementes, a biomassa vegetal, a resiliéncia
das culturas face a doencgas e, consequentemente, o rendimento de colheitas (Kang et al.,
2019). No entanto, devido a algumas incongruéncias relativamente a trabalhos de pesquisa
sobre estes microrganismos a nivel de condigbes de campo, sdo poucas as espécies de
RPCV que séo realmente utilizadas e transformadas em produtos comerciais para
utilizacdo em larga escala (Steffen et al., 2015).

Relativamente aos fungos, estes também apresentam a capacidade de promover o
crescimento de plantas, nomeadamente o género Trichoderma sp e os fungos micorrizicos.
Os fungos do género Trichoderma sé&o fungos de vida livre e a sua relevancia esta no seu
grande potencial de aplicacdo do ponto de vista agricola, (Chagas et al., 2017), uma vez
que este fungo é um fungo antagonista, apresentando a capacidade de inibir o
desenvolvimento de fungos patogénicos, podendo ser utilizado em larga escala no controlo
biol6gico de diferentes agentes patogénicos de plantas. Relativamente aos fungos
micorrizicos, estes apresentam uma importancia ecolégica significativa, uma vez que
colonizam uma vasta maioria das espécies vegetais. A simbiose mutualista entre estes
fungos e as plantas apresenta inUmeros beneficios: aumentam o sistema radicular das
plantas permitindo uma melhor absor¢cdo de &gua e de nutrientes, conferem uma maior
resisténcia as plantas relativamente a seca, podem ser utilizadas como um método de
controlo de patégenos de plantas, podem ser utilizadas como canais de drenagem de

carbono da atmosfera para o solo, via planta, uma vez que tém acesso direto as fontes de
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carbono da planta e ainda, associacdes entre plantas e rizGbios ajudam a superar
problemas nutricionais de fésforo e azoto em solos degradados. (Berude et al., 2015).

Apesar de todo o conhecimento ja existente, continua a ser necessaria investigacao
aprofundada sobre 0 ambiente, as culturas, as condic@es de solo, as interacdes entre estes
microrganismos e o0 microbioma nativo do solo, bem como acerca do isolamento de
compostos bioativos de interesse industrial, de forma a contribuir para o avanco do
conhecimento e da aplicabilidade destes microrganismos e/ou compostos em sistemas
agricolas (Kang et al., 2019).

Por todas as razdes acima referidas, torna-se importante a monitorizacdo da
atividade microbiana do solo no contexto dos agroecossistemas, uma vez que permitir
avaliar processos importantes como a decomposicdo da matéria organica, ciclo de

nutrientes e, de uma forma mais global, sera um bom indicador da saude do solo.

2.4 Sustentabilidade da Gestao de Solo

O desenvolvimento sustentavel faz com que seja possivel a satisfacdo das
necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geragbes futuras de
satisfazer as suas proprias necessidades (WCED - World Comission on Environment and
Development & UN - United Nations, 1987). Assim, a gestdo do solo é sustentavel quando
nao se altera a capacidade do solo de assegurar as necessidades das geracoes futuras.

Para um solo saudavel e produtivo, é necessério a presenga de microorganismos
(bactérias, fungos e actinobactérias, protozoarios) e micro e meso fauna (nematodes e
artropodes). A utilizagdo de produtos quimicos como fungicidas, inseticidas e herbicidas
tem contribuido para a contaminacao e poluicdo do solo, da agua e da atmosfera (Steffen
et al., 2011) e, também, para a diminui¢cdo da vida microbiana no solo de tal forma que, de
modo a produzir colheitas com producgfes elevadas, € necessario a utilizacdo de grandes
quantidades de fertilizante, originando solos quase estéreis, incapazes de gerar a sua
prépria matéria organica (Leite & Araujo, 2007).

Devido aos custos ambientais elevados da agricultura, como o0 aumento da emissao
de gases com efeito estufa, o aumento do consumo de agua, a disseminac¢do de novos
agentes patogénicos, a utilizacdo de pesticidas e fertilizantes que despoletou uma
deterioragdo do solo, surgiu a necessidade de implementar praticas que permitam a
intensificacao sustentavel da agricultura. Esta deve ser capaz de garantir a conservagao
de recursos naturais e, abo mesmo tempo, deve ser capaz de produzir bens de boa
qualidade e em quantidade suficiente para alimentar uma populacdo em crescimento
constante (Ehlers, 2009). Assim, tem-se a agricultura sustentavel como um sistema

produtivo que garante uma manutencdo a longo prazo dos recursos naturais e da
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produtividade agricola, com o minimo de efeitos negativos no meio ambiente, contribuindo
para a otimizacdo da producdo de culturas com uma utilizacdo minima de produtos
quimicos, que satisfaca as necessidades humanas de alimentos (e outros produtos de
origem agricola) (Robertson, 2015). Para além disto, compreende ainda uma gestao dos
agroecossistemas de modo a minimizar o desperdicio e promover a resiliéncia,
autorregulacao e evolucéo destes. O maior desafio da agricultura sustentavel é a producao
de alimentos, e de outros bens agricolas, a um custo ambiental muito baixo,
comparativamente aos custos ambientais da agricultura tradicional, e que n&o coloque em
risco a seguranca alimentar nem o bem-estar das geragbes futuras. A agricultura
sustentavel tem ainda de ser equacionada num contexto de alteracdes climaticas, perda
de biodiversidade e num ambiente saturado com excesso de azoto e de outros poluentes,
0 que requer novas abordagens e novas ferramentas no delineamento e na implantacéo
de novas solucbes viaveis (Robertson, 2015). Dentro das novas abordagens, temos a
possibilidade de tirar partido da atividade microbiana do solo de modo a capitalizar os seu

beneficios na producao agricola e contribuir para uma gestao mais eficiente dos recursos.

2.5 Vinha

A vinha é um excelente exemplo de um sistema em que muitos estudos se tém
dedicado a investigar a influéncia do microbioma do solo no desenvolvimento das plantas
e nas caracteristicas do vinho (Chou et al., 2018; Coller et al., 2019; Gilbert et al., 2014;
Gupta et al., 2019).

Uma das técnicas desenvolvidas para uma gestdo mais sustentavel da vinha é o
enrelvamento, que consiste no revestimento da entrelinha da vinha com cobertura vegetal
espontanea ou instalada.

A escolha da cobertura vegetal a instalar passa por espécies anuais, como
gramineas e leguminosas, que produzam semente antes do periodo em que a competi¢cao
pela dgua possa comprometer a produtividade da vinha. Esta cobertura vai competir com
espécies infestantes de dificil controlo, sendo que estas, a longo prazo, tenderédo a reduzir
a sua presenca no espaco, contribuindo para a reducgéo de custos de manutenc¢do da vinha.
Para além disto, o enrelvamento também contribui para a reducéo da erosao hidrica e para
0 aumento do teor de matéria organica no solo, melhorando a sua estrutura, bem como a
atividade e diversidade biologica (Monteiro et al. 2012; Barros, 2020). O aumento da
biomassa microbiana e atividade nas zonas onde se pratica enrelvamento esta
concentrado nas camadas superiores do solo (0 — 5cm) como consequéncia do aumento
do conteudo de carbono do solo, ou seja, em consequéncia da maior disponibilidade de

nutrientes para os microrganismos (Abad et al., 2021).

11



A vinha é uma cultura de extrema importancia a nivel econémico, uma vez que a
uva é utilizada diretamente na alimentacdo, bem como na producao de vinho. Na regiao do
Alentejo produz-se cerca de 30% da uva para vinho e 60% da uva de mesa, do total

nacional (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Produgéo de uva em Portugal Continental e na regido do Alentejo no ano de 2020.
Fonte: Instituto Nacional de Estatistica, 2020

Producao Portugal continental Alentejo
Uva de mesa (toneladas) 17 723 10 723
Uva para vinho (toneladas) 830 132 241 849

A zona do Alentejo tem um enorme potencial de produgédo vitivinicola, tendo
assegurado em 2020 cerca de 1813 mil hectolitros de vinho (30% da producg&o nacional),
sendo por isto uma importante regido produtora de vinho em Portugal (Infovini, 2009). Em
geral, as vinhas sao instaladas em solos de baixa fertilidade, devido a sua rusticidade, uma
vez que solos de maior fertilidade sdo utilizados para outro tipo de culturas (cerealiferas e
exploracBes agropecuarias) (Correia, 2015). E ainda importante referir que, na cultura da
vinha, o clima € um dos principais condicionantes na sua producdo, uma vez que a
temperatura € um fator determinante no desenvolvimento da videira, sendo responséavel
pela regulacdo de funcdes fenologicas desta (desde a plantacdo, abrolhamento e
maturacao, até a colheita) (Lopez & Ruiz, 2019). Assim, a temperatura desempenha um
papel fundamental na composicéo do fruto, especialmente no que diz respeito ao teor de
acucar e acidez da uva, cujo equilibrio é essencial para a producéo de vinhos de elevada
qualidade. Temperaturas elevadas levam a um amadurecimento precoce do fruto,
conferindo ao vinho um elevado teor alcodlico e baixa acidez; temperaturas mais baixas
tém o efeito oposto, ou seja, impedem a completa maturacdo do fruto, produzindo vinhos
com um elevado teor de acidez, baixo teor de aglcar e sabores mais citricos (Jones &
Davis, 2000). Assim, em regifes onde ha uma predominancia de dias quentes e secos no
verdo e dias frios e chuvosos no inverno, da-se a produgcdo de uva de qualidade e,
consequentemente, vinhos de qualidade (Gil, 2021), como acontece no caso de vinhas
instaladas no Alentejo, onde se verifica a juncdo destas condi¢cdes favoraveis para o
desenvolvimento da videira. O sistema de rega utilizado na instalagc&o de vinhas € o sistema
de rega gota-a-gota, uma vez que consiste num sistema de rega localizada que promove

uma irrigacao das plantas controlada e uma gestédo de agua eficiente.
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2.6 Avaliacado da atividade microbiana do solo
2.6.1 Carbono da biomassa microbiana e respiracdo basal do solo

Atendendo a importancia da atividade microbiana do solo como principal
responsavel da decomposicdo de matéria organica, a quantificacdo do carbono da
biomassa microbiana (C-Mic) e da respiracdo basal do solo (RBS) sdo importantes
parametros na afericdo geral desta atividade.

O carbono da biomassa microbiana € uma medida do carbono contido na
componente viva da matéria organica do solo (principalmente bactérias e fungos). A
biomassa microbiana é definida como a fracdo da matéria organica no solo que €
constituida por microrganismos de tamanho entre 5 a 10um3. O interesse em estimar este
parametro estd relacionado com a funcdo dos microrganismos como reservatério de
nutrientes e com o seu papel na formagéao e estabilizacdo de agregados no solo. O carbono
da biomassa microbiana também pode ser visto como um marcador ecologico (Alef &
Nannipieri, 1995), uma vez que este parametro responde de forma bastante rapida a
alteracdes nas condigbes ambientais do meio, podendo ser considerado como um «alerta
precoce» destas altera¢des, muito antes de serem detetadas nas plantas. Por isto, a sua
determinagdo é um parametro bastante util a nivel da protecdo de solo (Joergensen &
Brookes, 2005).

A respiracdo microbiana do solo é um indicador da atividade microbiana do solo,
uma vez que representa a oxidacdo da matéria organica realizada pelos microrganismos
aerdbios do solo, que utilizam oxigénio no seu metabolismo, convertendo-o em diéxido de
carbono (Moreira & Siqueira, 2006), através da respiragdo aerdbia. A respiracdo aerbbia é
a forma de metabolismo presente na maioria dos microrganismos do solo, sendo de
elevada importancia para o processo de decomposicdo de matéria organica (Bini et al.,
2016). Consiste numa série de reacdes catalisadas por enzimas, nas quais se da a
transferéncia de eletrdes a partir de moléculas como a glucose, para moléculas de
oxigénio, sendo este utilizado como o aceitador final de eletrdes da reacdo. Esta reacéo é
a via principal de obtencé@o de energia dos microrganismos aerébios, fornecendo ATP e
outros metabolitos secundarios a outras vias de sintese secundarias das células. A
respiracdo aerGbia em microrganismos € traduzida pela equacédo (1) (Talaro & Chess,
2018):

CsH1206 + 60, + 38ADP + 38Pi — 6CO; + 6H.0 + 38ATP
1)
Desta forma, é possivel avaliar a atividade microbiana do solo através da medicéo

da producéo de diéxido de carbono (Moreira & Siqueira, 2006), sendo possivel realizar
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inferéncias sobre o teor e a decomposi¢cdo de matéria organica, para além de refletir a
capacidade do solo de sustentar vida, através da atividade dos microrganismos.

A respiracao basal do solo (RBS) pode, entdo, ser definida como a soma total de
todas as fungbes metabolicas a nivel do solo nas quais existe producdo de didxido de
carbono (Evangelista Da Silva et al., 2007) (Figura 2.1). No entanto, se a analise for
realizada numa pequena amostra de solo crivado, pode considerar-se que a RBS

corresponde a respiragdo microbiana.

Figura 2.1 - Representacéo da producéo de CO2 que contribui para a respiracdo basal do solo.
Fonte: Evangelista Da Silva et al., 2007

2.6.2 Quantificacdo de bactérias e fungos culturaveis

A matriz do solo é considerada o maior reservatério de microrganismos que
interagem com plantas, sendo considerado o ecossistema com maior biodiversidade do
planeta. O microbioma do solo é responsavel por processos de extrema importancia para
0 ambiente e estdo diretamente relacionados com o bem-estar das plantas que nele
habitam. Apesar da presenca de microrganismos nas plantas ser, frequentemente,
relacionada com a ocorréncia de doengas nestas, a maioria dos microrganismos nao sao
agentes causais de danos nas plantas. Considerando o microbioma do solo como um

componente ativo do solo, é de esperar que responda a alteracdes nas condi¢cdes do
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ambiente, tanto bidticas como abioticas, sendo importante compreender que fatores afetam
a composicao do seu microbioma (Andreote et al., 2014).

Assim, a quantificacdo de bactérias e fungos culturaveis reveste-se de particular
importancia, uma vez que estes grupos microbianos desempenham funcdes vitais para o
equilibrio e dindmica a nivel do solo e, consequentemente, a nivel de todo o ecossistema
(Sun et al., 2017). Importa referir que, uma vez que se trata da avaliacdo de microrganismos
culturaveis, representa uma quantificacéo parcial da populacao total, uma vez que muitos
microrganismos ndo sao culturaveis nas condi¢des utilizadas. De qualquer modo, trata-se
de uma avaliacdo que em termos comparativos e relativos representa uma ferramenta util

de avaliacdo das populagfes de fungos e bactérias.

2.6.3 Taxa de coloniza¢do micorrizica

As micorrizas consistem numa associagdo simbidtica mutualista entre os fungos
micorrizicos arbusculares e as raizes das plantas. O fungo desenvolve no interior das
células da zona cortical da raiz, estruturas tipicas, os arblsculos, e simultaneamente
desenvolve no solo uma rede de micélio extrarradicular (MER). Os arbusculos consistem
em estruturas originadas através da invaginagdo do plasmalema, a partir da penetragcéo de
células corticais pelas hifas do fungo. Estas estruturas sao os principais locais de troca de
metabolitos entre o fungo e planta, sendo assim, do ponto de vista fisiologico, a principal
estrutura simbionte do fungo (Hoffmann & Lucena, 2006). Esta associacdo permite,
através do MER, aumentar o volume de absor¢do de nutrientes, sobretudo os pouco
méveis como o fésforo, e de agua pela planta hospedeira. Em retorno, o fungo recebe da
planta compostos orgéanicos e lipidos para o seu desenvolvimento. Para além da absorgéo
de nutrientes e agua, estes fungos tém a capacidade de aumentar a resisténcia das plantas
a stresses bidticos e abioticos.

Atendendo ao facto de que os fungos micorrizicos arbusculares estabelecem
relagbes simbidticas mutualistas com as raizes das plantas, a andlise da taxa de
colonizacao micorrizica das plantas na entrelinha numa cultura perene como a vinha, pode
funcionar como um bom aferidor da presenca desta simbiose no sistema, ilustrando a
capacidade de absorcéo de nutrientes pelas plantas, a resisténcia contra pragas e doencas
transmitidas pelo solo, a resisténcia a seca e a toleradncia a metais pesados no solo,

contribuindo deste modo para o seu desenvolvimento (Gosling et al., 2006).

2.6.4 Atividade Enzimatica

A decomposi¢do de matéria organica a nivel do solo € mediada por microrganismos

através da atividade de enzimas que catalisam inimeras reagcfes necessérias ao seu
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metabolismo, e que por sua vez vao influir no ciclos de nutrientes. A maioria das enzimas
presentes no solo sdo produzidas por microrganismos e sao sintetizadas continuamente,
podendo ser acumuladas, inativadas e/ou decompostas no solo (Liborio & Chaves, 2010).
Existem enzimas intracelulares e extracelulares com diferentes origens que podem ser
sintetizadas por plantas, animais e microrganismos. As enzimas intracelulares encontram-
se dentro de células vivas; estas células produzem e secretam enzimas extracelulares, que
funcionam fora da célula que as sintetizou, tanto como enzimas livres no solo como
enzimas que, apesar de livres, estdo associadas a superficies radiculares ou a células
microbianas. A utilizac&do de enzimas para determinar a qualidade do solo assenta no facto
de que sdo extremamente sensiveis as praticas agronémicas, a decomposi¢cao de matéria
organica e sao de facil analise (Adetunji et al., 2017). Assim, a atividade enzimatica € uma
componente de extrema importancia na dinamica dos ciclos de nutrientes do solo, sendo
considerada como um importante fator ilustrativo da atividade microbiana do solo e da sua
qualidade (Kremer, 1994). Para uma melhor percecéo da atividade microbiana diretamente
relacionada com os ciclos de alguns dos principais elementos, e a sua disponibilidade para
as plantas, a atividade das diferentes enzimas envolvidas nestes ciclos pode fornecer
informag&o funcional mais detalhada, nomeadamente a atividade da desidrogenase
(atividade microbiana no geral), da arilsulfatase (ciclo do enxofre), da B — glucosidase (ciclo

do carbono) e da fosfatase (ciclo do fosforo) (Albiach et al., 2000).

26.4.1 Atividade da enzima desidrogenase

A atividade enzimatica da desidrogenase (DHA) no solo fornece informacdes
relativamente a atividade bioldgica da sua populacao microbiana. A atividade desta enzima
consiste num processo de degradacdo oxidativo, sendo considerada uma oxirredutase,
gue catalisa a oxidacdo de compostos organicos atraveés da separacao de atomos de H»
(Kumar et al., 2013). Este processo enzimatico ocorre intracelularmente em todas as
células microbianas vidveis e a sua avaliacdo fornece informagéo relativamente a atividade
microbiana do solo.

A atividade desta enzima da-se pela equacao (2) (Adetun;ji et al., 2017):
XH, + A —- X+ AH»

(X — composto orgéanico; A — molécula aceitadora) 2

A determinacdo da atividade da DHA é um ensaio ndo especifico, uma vez que

representa atividade de diferentes enzimas (Sinsabaugh et al., 2002) e em condi¢bes

laboratoriais avalia-se a desidrogenagédo da matéria organica através da transferéncia de

hidrogénio e eletrbes do substrato para a molécula aceitadora, neste caso o 2,3,5 - cloreto
de trifeniltetrazolio (TTC).
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2.6.4.2 Atividade da enzima arilsulfatase

A importéancia do enxofre na nutricdo das plantas assenta no facto de que este
nutriente desempenha um papel estrutural em diversas moléculas importantes do
metabolismo, como por exemplo aminoacidos como a metionina, cisteina e cistina, 0os quais
sdo necessarios para a formacao de proteinas. A dindmica do enxofre no solo envolve
reacdes de oxirreducdo, mineralizacéo, imobilizacdo e adsorcao de sulfato em coloides do
solo (Paiva & Nicodemo, 1993). As plantas absorvem o enxofre principalmente sob a forma
oxidada de sulfato, reduzem-no e incorporam-no em varios componentes celulares e
metabolitos. A assimilacdo de sulfato €, portanto, uma via essencial do metabolismo
primario da planta (de Kok et al., 2017), uma vez que esta interligada com o metabolismo
e assimilagcéo de azoto.

Relativamente a andlise da atividade da arilsulfatase, esta enzima catalisa a

hidrdlise de éster de sulfato orgéanico, pela equacao (3) (Adetun;ji et al., 2017):
ROSO3; + H,O0 — ROH + SO4*

(3)

A arilsulfatase hidrolisa um vasto nimero de ésteres de sulfato organicos no solo,

entre os quais, o sulfato de p-nitrofenol, o sulfato de 4-nitrocatecol e o sulfato de

fenolftaleina, sendo que apenas o produto do sulfato de p-nitrofenol (PNS) extraido do solo

pode ser quantificado, uma vez que, contrariamente aos outros dois substratos, ndo é

altamente reativo com compostos fendlicos do solo (Figura 2.2) (Tabatabai & Dick, 2002).

A quantificacdo da atividade desta enzima no solo é realizada através da determinacgao

colorimétrica do produto da reacao, o para-nitrofenol (PNP), produzido ap6s incubag¢éo com
0 substrato sulfato de p-nitrofenol (PNS).

0S0sK Qr
ARYLSULFﬁTiSf (/‘\“ + KHSO,
+ H,0 \/
NU2 NU2z
POTASSIUM P-NITROPHENYL SULFATE P-NITROPHENOL

Figura 2.2 - Reagdo enzimatica da arilsulfatase.
Fonte: Tabatabai & Dick, 2002

2.6.4.3 Atividade da enzima -glucosidase
A B-glucosidase € uma enzima amplamente distribuida na natureza e esta
relacionada com o ciclo do carbono. A importancia da atividade desta enzima assenta no

facto de que da sua atividade na hidrolise de compostos glicosideos, resulta a producéo
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de aclcares indispensaveis como fonte de energia para os microrganismos do solo (Elvazrt
& Tabatabai, 1990; Ferraz de Almeida et al., 2015). Mais concretamente, esta enzima esta
envolvida na degradacdo enzimética da celulose, que é o principal componente dos
polissacarideos de origem vegetal. A molécula de celulose consiste num polissacarideo
formado por cadeias poliméricas de B-1,4-glucose e a sua degradacéo enzimatica ocorre
da seguinte forma: é iniciada pela B-1,4-endoglucanase, que quebra as moléculas de
celulose em unidades de menor tamanho; de seguida, da-se a acdo da celobiohidrolase
que cliva o dimero de celobiose (duas unidade de B-1,4-glicose ligadas); apds a acao
destas duas enzimas, a B-glucosidase completa o processo de hidrélise da molécula de
celulose, libertando/produzindo duas moléculas de glicose por molécula de celobiose,
regulando o fornecimento de glicose a microrganismos do solo que ndo sao capazes de

absorver diretamente a molécula de celobiose (Turner et al., 2002).

A reacdo da enzima da-se pela equacéo (4) (Adetunji et al., 2017):
Composto glicosideo + H,O — ROH + glicose

4)

Como esta enzima € extremamente sensivel a alteragbes a nivel do solo, é

considerada, tal como as outras enzimas analisadas neste trabalho, um indicador da

qualidade do solo (Ferraz De Almeida et al., 2015). A determinacéo da concentragdo desta

enzima no solo é realizada através da determinacao colorimétrica do produto da reacao, o

para-nitrofenol (PNP) produzido, ap6s incubacdo no substrato p-nitrofenol--D-
glucopiranésido (PNG).

2.6.4.4 Atividade enzimatica da enzima fosfatase

O fésforo, tal como o azoto e o potéssio, € um elemento-chave da nutrigcdo vegetal.
Desempenha um papel de extrema importancia em praticamente todos 0S processos
metabdlicos da planta, incluindo a fotossintese, transferéncia de energia, biossintese
macromolecular, respiracéo e fixacdo de azoto em leguminosas. Embora seja considerado
um elemento abundante nos solos, tanto na forma orgénica como inorganica, € um fator
limitante no desenvolvimento de plantas, uma vez que se encontra maioritariamente como
fésforo inorganico em complexos minerais insoltveis, sendo a sua absor¢éo pela raiz das
plantas impossivel. A matéria organica € um importante reservatério de fésforo imével
(Sharma et al., 2013), pelo que a acdo da enzima fosfatase € de extrema importancia na

sua libertacéo.
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A enzima fosfatase catalisa a hidrélise de ligacBes éster-fosfato, levando a
libertacdo de fésforo que pode ser absorvido pelas plantas ou pode ser utilizado no
metabolismo de microrganismos (Nannipieri et al., 2011).

A reacdo da fosfatase da-se pela equacéo (4) (Adetuniji et al., 2017):
Ester-fosfato + H,O — ROH PO,

(5)
A producdo da enzima fosfatase por microrganismos do solo é resultado de
modificacBes bioquimicas a nivel celular desencadeadas, principalmente, pela diminuicédo
de fésforo no solo, o que explica 0 aumento da sua atividade quando os sistemas tém
baixos niveis de fosforo disponivel (Bini & Lopez, 2016). A determinacdo da concentracdo
desta enzima no solo é realizada através da determinac@o colorimétrica do produto da
reacdo, o para-nitrofenol (PNP) produzido, apés incubacdo no substrato fosfato de p-
nitrofenol (PNF).

2.7 Parametros fisiolégicos da planta
2.7.1 Teor de clorofila

As plantas necessitam de um fornecimento continuo de macro e micronutrientes no
seu meio de crescimento para conseguirem desempenhar as suas funcdes fisiologicas
basicas. A presenca de concentracdes apropriadas de azoto, fosforo, potassio, célcio,
enxofre, magnésio e ferro é essencial para o desenvolvimento 6timo das plantas
(Hansatech Instruments Ltd, 2022). Caréncias em qualquer um destes nutrientes podem
manifestar-se, para além das caracteristicas que dependem do nutriente em questéo,
numa reducgdo no teor de clorofila nas folhas. A diminuigéo do teor de clorofila da planta
reduz a quantidade de radiacdo que pode ser absorvida pelas plantas, limitando a eficiéncia
dos processos fotossintéticos e, deste modo, diminuindo a produgéo fotossintética primaria.
Assim, medi¢gBes do teor de clorofila aplicadas a agricultura fornecem aos produtores
informacdes importantes relativamente ao desenvolvimento das plantas e ao rendimento
destas, de forma rapida e eficiente, permitindo o desenvolvimento de estratégias de

fertilizac&o otimizadas e direcionadas (Kalaji et al., 2017).

2.7.2 Is6topos C1? e C13
As plantas terrestres possuem trés vias fotossintéticas distintas: C3, C4 e CAM. A
maioria das plantas de climas temperados sé@o espécies C3. A fotossintese do tipo C3 é a
via fotossintética ancestral e ocorre em todos os grupos taxondmicos de plantas; esta via

fotossintética assenta no facto de que o primeiro produto deste tipo de fotossintese é uma
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molécula de trés carbonos. A via fotossintética C4 ocorre em monocotiledéneas, como
gramineas e ciperaceas, mas ndo é muito comum entre espécies dicotiledéneas (maioria
das arvores e arbustos). Por fim, a via fotossintética CAM ocorre em plantas de regibes
aridas, como suculentas e epifitas (Ehleringer & Cerling, 2002).

A disponibilidade de agua é considerada como o principal fator limitante na
producao de biomassa nos agroecossistemas, uma vez que o desenvolvimento das plantas
esta intimamente ligado a dois processos: a fotossintese e a transpiracéo. A necessidade
de compreender a eficiéncia de uso de agua pelas plantas deve-se ao facto de que, por
um lado, ao aumentar a eficiéncia do uso da agua serd possivel reduzir a necessidade
hidrica para um determinado rendimento da cultura, podendo ajudar a economizar uma
quantidade consideravel de 4gua na irrigacdo; por outro lado, uma melhoria na eficiéncia
do uso da agua pelas plantas pode aumentar significativamente a producao de biomassa
total (Adiredjo et al., 2014).

A andlise isotopica de C'? e C*3 esta relacionada com as condi¢des climaticas a que
a planta esteve sujeita durante o seu desenvolvimento, mais concretamente com a
disponibilidade de 4gua e de nutrientes, juntamente com a intensidade de luz e temperatura
a que foi submetida. Isto acontece devido ao facto de que a composi¢ao isotdpica do
oxigénio da agua das folhas das plantas varia consoante a composi¢ao isotdpica da agua
utilizada pela planta, do vapor da atmosfera e também do racio de ar/pressao de vapor a
nivel da folha. Assim, diferencgas a nivel de altitude, precipitacdo, stress hidrico e processos
de evaporacéo e transpiracao afetam a composicao isotopica da dgua presente nas folhas
(Rodrigues et al., 2009). Deste modo, a andlise isotépica de C!? e C'*é uma técnica
extremamente (til na analise com rigor, e ao longo do tempo, da eficiéncia do uso da agua
pelas plantas em estudo, 0 que juntamente com o estudo de outros parametros fisiol6gicos,
¢ indicativo do estado de conforto ou stress a que a planta esta ou esteve sujeita, o que
acaba por ter consequéncias a nivel dos parametros produtivos da mesma.

A composicdo isotopica de tecidos vegetais, mais concretamente a nivel de C*3, é
funcado, principalmente, do fracionamento isotépico do CO, durante a fotossintese. A
difusdo do CO; através dos estomas foliares e a redu¢é@o enzimatica do CO; pela enzima
RuBisCo durante a carboxilacdo contribuem para o fracionamento (discriminagcédo) do
is6topo C*3, jA que ambos os processos favorecem o isétopo de C'2 mais leve.

A vinha insere-se dentro da via fotossintética C3, sendo que nestas plantas, sao
esperados valores do is6topo C*® entre -22%o0 a -30%.. Como a fotossintese é o principal
determinante da assinatura de C**das plantas, as condigcdes ambientais a que estas estédo
ou foram sujeitas podem afetar o valor deste is6topo, entre elas o stress hidrico (Inacio &
Urquiaga, 2017).
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2.7.3 Fv/Fm — fluorescéncia variavel/fluorescéncia maxima

Este pardmetro esta relacionado com a emissao de fluorescéncia pela folha da
planta e consiste na razao entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima, que por
sua vez reflete a eficiéncia do aparelho fotossintético da planta. Para plantas em condi¢bes
ideais de desenvolvimento, o valor deste parametro devera ser 0,8 ou um valor préximo.
Em plantas em condi¢Bes de secura, o valor serd inferior a 0,8, sendo que se o valor for
entre 0,7 e 0,8 os danos sofridos pela planta ainda séo reversiveis; se 0s valores estiverem
abaixo de 0,7, entdo os danos serao irreversiveis e sd no ano seguinte € que a planta tera
a oportunidade de recuperar, isto se as condigdes de desenvolvimento desta melhorarem
(Maxwell & Johnson, 2000). E um indicador bastante sensivel da performance
fotossintética da planta, pelo que valores baixos deste parametro podem indicar stress,
fotoinibicdo ou alguma desregulacdo a nivel do aparelho fotossintético da planta
(Jagerbrand & Kudo, 2016).

O contributo direto destas andlises para a gestdo agrondémica ndo € ainda uma
realidade (Morgan et al., 2017), uma vez que estdo em falta estudos que incluam este tipo

de abordagens na gestdo de sistemas agricolas.
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3. Materiais e Métodos



3.1 Descricao do local e da amostragem

A vinha da Herdade da Amoreira de Cima localiza-se no concelho de Montemor-
o-Novo. Trata-se de uma vinha regada, constituida por plantas da espécie Vitis vinifera
L., com enrelvamento na entrelinha, com uma area de 4 hectares, atravessada
transversalmente por uma vala de drenagem e composta por trés castas: Alicante
Bouschet, Cabernet Sauvignon e Touriga Nacional. A casta Alicante Bouschet ocupa
uma area de 2,32 hectares e localiza-se na zona Norte da propriedade. A casta
Cabernet Sauvignon ocupa uma area de 0,3 hectares e localiza-se na zona Sudeste da
propriedade. A casta Touriga Nacional ocupa uma area de 1 hectare e encontra-se na
zona Sul da propriedade. As linhas tém uma orientagdo Norte-Sul na zona da
propriedade acima da linha de drenagem e uma orientagcdo Este-Oeste abaixo daquela
linha (Figura 3.1). A zona em estudo apresenta um declive ligeiro e tem um povoamento
disperso de azinheiras e sobreiros (quatro arvores). Esta vinha é conduzida em modo
biol6gico, com aplicacdo de cobre, enxofre, algas e extratos de cavalinha e mimosas.

A amostragem foi realizada em julho de 2020 quando a vinha estava na fase de
pintor (Figura 3.2). A area da vinha foi dividida em quadriculas tendo-se definido os 24
pontos de amostragem assinalados na Figura 3.1. As amostras de solo para avaliagao
dos parametros em estudo foram recolhidas na entrelinha, sendo que cada amostra
recolhida corresponde a um ponto da Figura 3.1. As amostras de solo foram recolhidas
com auxilio de uma sonda uma profundidade de 15cm, sendo que cada amostra final
constitui uma amostra composta de 4 picadas da sonda na proximidade de cada ponto
de amostragem. As amostras de folhas para avaliagdo de isétopos foram colhidas de
videiras préximas do ponto de amostragem de solo, tendo sido retiradas entre trés a
cinco folhas por planta. Nas mesmas plantas foi medido o teor de clorofila, a

fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima
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PN Legenda
& O Cabernet Sauvignon
@ Alicante Bouschet
O Touriga Nacional

Amostragem
Escreva uma descrigdo para o Seu mapa.

Figura 3.1 - Representacdo dos pontos amostrados na vinha e distribui¢cdo das castas.
Fonte: Google Earth

Figura 3.2 - Fotografia de uma das videiras amostradas.
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Apds a amostragem e ja no laborat6rio, o solo foi crivado (crivo de 1mm) (Figura
3.3) e foram recolhidas raizes de plantas da entrelinha que iriam ser utilizadas na analise
da taxa de colonizagdo micorrizica. A crivagem tem também a finalidade de
homogeneizar a amostra. As folhas amostradas foram maceradas em azoto liquido e

preservadas a -20C até serem analisadas.

Figura 3.3 - Crivagem do solo.

3.2 Capacidade de Retencio de Agua do Solo

Para o calculo da capacidade de retencédo de agua (CRA) foi colocado, num
erlenmeyer, um funil de vidro forrado com papel de filtro. No seu interior colocaram-se
20g de solo crivado. De seguida, humedeceu-se lentamente o solo até a capacidade de
campo, adicionando-se agua ao solo até que o funil comecasse a gotejar e aguardou-
se que parasse (Figura 3.4). De seguida retiraram-se 10g do solo encharcado que foram
colocadas em placas de Petri de vidro previamente pesadas. As placas contendo o solo
foram colocadas na estufa a 105°C durante 24 horas, sendo que, apos este periodo, as
amostras foram retiradas da estufa, procedeu-se a sua pesagem de modo a obter o
valor de peso seco do solo e o seu teor em 4gua a capacidade de campo
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Figura 3.4 - Encharcamento do solo.

3.3 Humidade do Solo

Pesaram-se 10g de cada amostra de solo crivado para placas de Petri
previamente pesadas e colocou-se as placas com o solo na estufa durante 24h a 105°C.
ApoOs este periodo, retiraram-se as amostras de solo da estufa, foram pesadas
novamente de modo a obter o teor de agua no solo amostrado.

3.4 Carbono da Biomassa Microbiana (C-Mic)
O protocolo para a determinacdo da biomassa microbiana foi dividido em duas

partes: fumigacéo e obtengéo do extrato; e determinagdo da biomassa microbiana.

34.1 Fumigacao e obtencéo do extrato

Para cada amostra foram preparados quatro frascos com 20g de solo corrigido
para 60% da CRA: dois frascos foram utilizados para fumigacéao (duas réplicas técnicas)
e dois foram mantidos sem fumigacdo (duas réplicas técnicas). Para proceder a
fumigacéo, foi utilizada uma atmosfera saturada com cloroférmio. Juntamente com os
frascos das amostras, colocaram-se quatro frascos com 25mL de cloroférmio dentro do
exsicador (Figura 3.5), o mais afastados possivel do centro, desfasados 90° entre si,
criou-se vacuo e tapou-se o exsicador com papel de aluminio de modo a evitar a entrada
de luz. Todas as amostras ficaram em repouso no escuro durante 24 horas, tanto as
gue foram colocadas dentro do exsicador como as restantes (ndo-fumigadas). Passado
24 horas, para as amostras fumigadas, removeu-se o vacuo criado no exsicador. Foram
adicionados 80mL de solucao de sulfato de potassio a 0.1M (solugéo extratora) a cada

amostra, tanto nas fumigadas como nas néo-fumigadas. Por fim, as amostras foram
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colocadas no agitador vaivém a 200 rpm durante uma hora, o sobrenadante foi filtrado,
usando papel de filtro, para novos frascos (Figura 3.6) e pipetou-se 1mL do filtrado para

tubos de ensaio para proceder a determinagao da biomassa.

Figura 3.5 - Fumigagdo das amostras de solo dentro do exsicador.

Figura 3.6 - Filtracdo do sobrenadante das sub-amostras de solo.
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3.4.2 Determinacéo do Carbono da Biomassa Microbiana (C-Mic)

A determinacéo do C-Mic foi realizada de acordo com o protocolo de fumigacéo-
extracdo descrito por (Vance et al.,, 1987). Para determinar a biomassa microbiana,
adicionaram-se aos tubos de ensaio com 1ml de filtrado, 1mL de solu¢cdo de manganés
[l pirofosfato a 0.1M e 1mL de acido sulftrico concentrado (95%) e homogeneizou-se.
Paralelamente, procedeu-se a preparacgéo de padrées com 0, 20, 40, 60, 80, 100, e 120
mg/L de carbono, utilizando acido oxalico e solucdo extratora de carbono como solvente
(Tabela 3.1). De seguida, pipetou-se 1mL de cada padrdo para um novo tudo, adicionou-
se 1mL de solugcdo manganés lll pirofosfato e 1mL de &cido sulfurico e homogeneizou-
se. Por fim, os padrdes e as amostras incubaram overnight e procedeu-se a leitura da
absorvancia no espectrofotometro a 495nm.

Tabela 3.1 - Preparagdo dos padrées de carbono.
mg/L 0 20 40 60 80 100 120
Acido oxalico OmL |[01lmL [0.2mL |0.3mL |0.4mL | 0.5mL | 0.6mL
Solucdo extratora |5mL |[49mL |48mL |4.7mL |4.6mL | 4.5mL | 4.4mL

Foi construida uma curva padrdo com estes resultados de forma a ser possivel
calcular o teor de carbono das amostras. Os valores de C-Mic sdo dados pelo teor de
carbono do solo fumigado subtraido do teor de carbono do solo ndo fumigado, dividido
pela propor¢cdo de C microbiano do solo (kc). Foi utilizado o valor de Kc recomendado
por (Joergensen & Mueller, 1996). Os resultados sdo expressos em miligramas de

carbono por quilograma de solo.

3.5 Respiracédo Basal do Solo (RBS)

Pesaram-se 50g de cada amostra de solo crivado para um frasco de vidro de 2L
e procedeu-se a correcdo da humidade do solo para 60% da capacidade de campo.
Dentro deste frasco colocou-se ainda um recipiente com 10mL de hidroxido de sédio a
1M. Tapou-se o frasco de 2L com pelicula aderente e fechou-se com a tampa de modo
a evitar trocas gasosas com o exterior. Nos frascos controlo foi apenas colocado o
recipiente com 10mL de hidroxido de sédio a 1M e foram fechados da mesma forma que
frascos com as amostras. De seguida colocaram-se os frascos a incubar durante sete
dias, a temperatura ambiente (25 - 28°C) num local escuro.

Para quantificar o dioxido de carbono respirado, foi necessario realizar uma
titulacdo. ApGs a incubagdo, retiraram-se os frascos com hidréxido de sodio de dentro

dos frascos de 2L e adicionou-se cloreto de béario a 10% de forma a que o dioxido de
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carbono precipitasse e homogeneizou-se a solugdo. Adicionou-se trés gotas de
fenolftaleina a 1%, e e, sob agitagdo constante, realizou-se a titulagdo com uma solugéo

de acido cloridrico a 0,5M.

3.6 Determinacédo da atividade enzimatica da desidrogenase

Para a obtencéo deste parametro foi seguido o protocolo descrito por Casida et
al., 1964). Pesaram-se 5g de cada amostra de solo para tubos de ensaio. De seguida,
adicionou-se 5mL de solugdo de cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) a 1% e procedeu-se
a incubacgdo dos tubos de ensaio durante 24 horas a 37°C (Figura 3.7). Apés a
incubacéo, adicionou-se 1mL de metanol e agitaram-se os tubos. Apoés verificar que o
solo se depositou no fundo do tubo, retirou-se o sobrenadante para proceder a sua
centrifugacdo e a leitura da absorvancia no espectrofotometro a 485nm. E importante
referir que a andlise de cada amostra foi realizada em triplicado e para cada amostra
existia um tubo de ensaio de controlo, apenas com a solucdo de TTC a 1% e metanol.
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Figura 3.7 - Tubos de ensaio com amostra de solo e solugéo de TTC a 1%, ap6s incubacéo.

Para proceder ao célculo da atividade da desidrogenase, foi necessério efetuar
uma curva de calibragdo, com TPF (trifenilformazan), produto resultante da reducéo do
TTC pela desidrogenase, e metanol, com as seguintes concentracdes indicadas na
Tabela 3.2. Foi com base nesta curva que se calculou a atividade da DHA nas amostras.
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Tabela 3.2 — Concentrag@es utilizadas de TPF e metanol na realiza¢é@o na curva de calibragdo.

pg/mL 0 200 500 1000 1500 2000
TPF 0mL 1mL 2.5mL 5mL 7.5mL 10 mL
Metanol 50 mL 49 mL 47.5 mL 45 mL 42.5 mL 40 mL

3.7 Quantificacéo de bactérias e fungos culturaveis
Prepararam-se o0s seguintes meios de cultura: agar nutritivo (NA) para o

crescimento de bactérias e potato-dextrose-agar (PDA) para o crescimento de fungos,

sendo que foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds a sua

preparacdo, foram esterilizados na autoclave durante quinze minutos a 121°C. De

seguida, apés o meio arrefecer até cerca de 50°C, adicionou-se um antibittico,

cloranfenicol a 25mg/ml, ao meio de crescimento para fungos (PDA) de modo a evitar o

crescimento indesejado de bactérias; e um fungicida, ciclohexamida a 25mg/ml, ao meio

de crescimento de bactérias (NA) de forma, neste caso, a evitar a proliferacdo de fungos

neste meio. Os meios de cultura foram depois colocados em placas de Petri de 90 mm

(Figura 3.8).

Figura 3.8 - Meios de cultura NA e PDA em placas de Petri.
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Para a preparacdo da suspensdo de solo, pesaram-se 10g de solo de cada
amostra para erlenmeyers esterilizados e adicionou-se 90mL de solucao salina também
esterilizada (diluicdo 1/10). Foram depois realizadas diluicdes decimais seriadas até a
concentracdo 107, num volume final de 10mL. Cada placa de Petri foi inoculada por
espalhamento com 100uL das diluicdes 102a 107 (para cada diluicdo foram realizadas
3 réplicas técnicas). As placas de Petri com NA foram incubadas a 37°C durante 24
horas e as placas de Petri com PDA foram incubadas durante 48 horas a 27°C. Ap6s o
periodo de incubacéo, a contagem de coldnias foi realizada na diluicdo que apresentava

um valor entre 30 e 300 colonias.

3.8 Taxade colonizagcdo micorrizica

Para se conseguir visualizar os AMF nas raizes das plantas foi necessario
proceder a sua coloragdo. As raizes foram lavadas e cortadas de modo a ser possivel
colocéa-las dentro de cassetes de histologia como mostra a Figura 3.9. Seguiu-se uma
autoclavagem em hidréxido de potassio a 10%, a 121°C durante quinze minutos. De
seguida, foram novamente lavadas e colocadas em azul tripano, a 0.1% em lactoglicerol,
em banho-maria, durante dez minutos a 70°C. As cassetes foram com as amostras

depois colocadas em glicerol a 50% e guardadas até a sua observacao.

Figura 3.9 - Raizes numa cassete de histologia, antes de prosseguir com os
restantes passos da coloracgao.
Para proceder a observagdo das raizes, estas foram colocadas numa lamina
previamente identificada e passou-se a observacgdo das raizes ao microscopio com uma
ampliacdo de 200x para avaliacdo da taxa de colonizacdo micorrizica (Figura 3.10).

Nesta avaliacao foi utilizada a técnica de McGonigle et al.,1990 .
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Figura 3.10 - Observagéo de raizes com fungos micorrizicos, ao microscopico.

3.9 Determinacdo da atividade enzimatica da arilsulfatase, B -
glucosidase e fosfatase

A determinacdo da atividade enzimatica da arilsulfatase, p—glucosidase e
fosfatase foi realizada de acordo com a ISO 20130:2018(E). Pesaram-se 4g de solo de
cada amostra, adicionou-se 25mL 4gua desmineralizada e colocou-se em agitacdo num
agitador orbital a 190 rpm durante 10 minutos (em triplicado para cada amostra). De
forma a garantir a homogeneidade da amostra a ser analisada, as suspensdes de solo
foram colocadas sobre um agitador magnético e diretamente dai, usando uma pipeta
multicanal, pipetaram-se 125uL da suspensdo de solo para cada poco de uma
microplaca. Fizeram-se seis réplicas para cada suspenséao de solo e duas réplicas para
0 controlo: um controlo da amostra, apenas com amostra de solo sem substrato
enzimatico e um controlo do substrato enzimatico, contendo apenas 0 substrato

enzimatico utilizado (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Enzimas e respetivo substrato enzimatico

Enzima Substrato Enzimatico
Arilsulfatase PNS (sulfato de p-nitrofenol)
B- glucosidase PNG (p-nitrofenol-B-D-glucopirandsido)
Fosfatase PNF (fosfato de p-nitrofenol)

Para a incubacéo das enzimas arilsulfatase, B-glucosidase e fosfatase procedeu-
se do seguinte modo, numa microplaca de 96 pocos (Figura 3.11):

1. Amostra: 125uL da suspensao de solo;
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2. Adicao do substrato enzimatico - PNS para a arilsulfatase, PNG para a enzima
B-glucosidase e PNF para a fosfatase: 25uL em todos os pogos da microplaca,
exceto nos controlos;

3. Incubagao durante quatro horas no caso da arilsulfatase, uma hora para a [3-

glucosidase e trinta minutos para a fosfatase, todas a 37°C.

1 23456 7 89 10 11 12

A

B Amostra 1 Amostra 2

C

D Ct Ct Ct Ct

E

F Amostra 3 Amostra 4

G

H Ct Ct Ct Ct

Figura 3.11 - Representacéo da microplaca de 96 pocos utilizada para a realizagdo do ensaio (Ct —
corresponde aos pocgos de controlo da amostra)

ApOs a incubacdo das amostras nos substratos enzimaticos PNS, PNG e PNF, para
terminar a reagdo enzimatica, adicionou-se:
4. 25uL de cloreto de calcio em todos os pogos da microplaca (controlos incluidos).
5. 100uL de tampao Tris pH 12 em todos os pogos da microplaca (controlos
incluidos).
6. 25uL de PNS, PNG ou PNF nos pocos de controlo.

De modo a ser possivel realizar a leitura das absorvancias de forma a quantificar o
para-nitrofenol produzido em cada reacdo enzimatica, as microplacas foram
centrifugadas a 1500g durante cinco minutos e foram transferidos, para uma nova
microplaca, 200uL do sobrenadante de cada poco. A leitura da absorvéancia foi realizada
num leitor de placas a 405nm.

As curvas de calibracéo foram preparadas de acordo com a Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Preparacao da curva de calibracdo do para-nitrofenol em microplaca de 96 pogos.

[PNP] nmol/ml 0 14 29 72 | 140 | 220 | 290 | 360
PNP (ul) 0 5 10 25 |50 |75 |100 |125
Agua desmineralizada (pl) 150 | 145 | 140 | 125 | 100 |75 |50 25
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Para revelar a cor amarela do para-nitrofenol, adicionou-se 25l de cloreto de
célcio a 0.5M e 100ul de solugédo tampéo Tris pH 12 a 0.1M. Apds homogeneizacéo,

transferiu-se 200ul de cada pogo para outra microplaca e leu-se a absorvancia a 405nm.

3.10 Teor de Clorofila e Fv/Fm

A medicao do teor de clorofila foi realizada com auxilio de um medidor de clorofila
CL-01 Chlorophyll Meter da Hansatech Instruments. Realizaram-se trés medi¢des por
planta, em folhas diferentes, tendo sido amostradas um total de 24 plantas (uma por
ponto de amostragem).

Relativamente as medi¢cdes da fluorescéncia das folhas, foram realizadas
recorrendo ao equipamento Pocket PEA da Hansatech Instruments. Para realizar a
medicdo colocaram-se as pingcas especificas do equipamento nas folhas a analisar,
durante cerca de 30 minutos, de forma a que a zona da folha a analisar ndo estivesse
em contacto com a luz. Também foram realizadas trés medi¢cdes por planta, em

diferentes folhas, e em 24 videiras (uma por ponto de amostragem).

3.11 Analise Isotépica

Para analisar os isétopos C'? e C*® nas folhas das videiras, foi necessario a
realizacdo da moagem das folhas amostradas com azoto liquido. De seguida, pesaram-
se até 0,3mg de cada amostra para capsulas de estanho e estas foram seladas. Apés
a preparacdo das amostras de folhas, as capsulas de estanho (Figura 3.12) foram
analisadas no IRMS (isotope ratio mass spectrometry - espectrémetro de massa de

razdes isotopicas) (Figura 3.13).

Figura 3.12 - Fotografia das capsulas de estanho utilizadas.
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Este equipamento permite a medicdo precisa de pequenas diferencas a nivel da
abundancia de isétopos estaveis, tais como 2H/*H, *C/*2C, >N/**N e ¥0/**0. O seu
principio de funcionamento assenta na conversao das amostras em gases, tais como

H2, CO2, N2 e CO, antes desta entrar em contato com a fonte de ides do equipamento

(Kaklamanos et al., 2020).

As capsulas com as amostras foram colocadas dentro do analisador elementar,
onde se deu a sua combustéo, a uma temperatura de 1020°C, na presenga de oxigénio.
Os gases resultantes desta combustdo foram oxidados no forno de combustdo do
equipamento, a 1020°C, na presenca de 6xido de cromo e de 6xido de cobalto. Apos
este processo, deu-se a remoc¢ao do excesso de agua, uma vez que esta interfere com
a andlise do '¥CO,. Os gases resultantes deste processo de combustdo, mais
precisamente o CO,, foi varrido por um fluxo de hélio, de modo a se proceder a sua
separacdo numa coluna de cromatografia gasosa. Ap0Os estes processos, 0S gases

foram introduzidos no IRMS e obtiveram-se os valores dos isétopos de carbono

(Rodrigues et al., 2013).
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Elemental analyzer Interface

Figura 3.13 - Set-up do EA - IRMS para a medicdo simultdnea dos is6topos de 13C.
Fonte: Rodrigues et al., 2013.
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3.12 Analise quimica de solo, analise da seiva e dados de producéo
davinha

Os resultados de algumas analises efetuadas pelo gestor da propriedade
(Herdade da Amoreira) foram incluidos no ambito deste trabalho e sdo descritos nos
capitulos seguintes. E o caso das analises quimicas do solo e analises de seiva nas
videiras da casta Alicante Bouschet, realizadas pelo laboratério AGQ Labs. Foram ainda

fornecidos pelo gestor da propriedade os dados de produc¢ao da vinha.

3.13 Analise estatistica

A analise estatistica dos diferentes parametros analisados foi realizada com
recurso ao programa IBM SPSS Statistics. Foi realizada a correlacdo de Pearson entre
os resultados dos diferentes parametros de forma a perceber qual o nivel de correlacao

existente entre estes.

3.14 Programa QGIS
O programa QGIS é um software de livre acesso que permite a criacdo de mapas

com vérias camadas usando diferentes projecdes. Estes mapas podem ser
configurados em diferentes formatos e para diferentes usos, possibilitando a percecao
da variabilidade espacial dos diferentes parametros numa determinada area, o que torna
mais simples a visualizacdo da comparacédo de diferentes parametros.

Os valores obtidos para os diferentes parametros foram analisados através da
utilizacao do software QGIS 3.22.6, e foram obtidos mapas, onde é possivel perceber a
distribuicdo espacial dos diferentes parametros estudados.
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4. Resultados



A andlise dos resultados obtidos foi realizada com recurso ao programa QGIS
3.22.6, através do qual foram obtidos os mapas abaixo (Figuras 4.1 a 4.13).

4.1 Respiracdo Basal do Solo (RBS)

A RBS apresenta niveis relativamente uniformes ao longo da parcela amostrada,
com o valor mais elevado no ponto 13 e o valor mais baixo no ponto 1 (ambos os pontos
situados na zona Noroeste da area em estudo), referentes & mesma casta, Alicante
Bouschet (Figura 4.1).

Respiracdo Microbiana (mg CO2/kg solo/d)

T N~ I R R TE I -
.=

—_
Fed

Figura 4.1 - Mapa QGIS da respiragdo microbiana

4.2 Carbono da Biomassa Microbiana

O C-Mic apresenta valores mais elevados na zona Noroeste da area estudada,
onde se encontra a casta Alicante Bouschet, e no ponto 15, com a casta Cabernet
Sauvignon. Apresenta valores mais baixos na zona Sul da area estudada, onde esta
instalada a casta Touriga Nacional. Através do mapa, podemos verificar que alguns dos

valores mais elevados encontram-se perto de arvores - pontos 11 e 15 (Figura 4.2).
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Carbono Microbiano (mg C/kg solo)

Figura 4.2 - Mapa QGIS do C-Mic

4.3 Atividade Enziméatica da Desidrogenase (DHA)

A atividade enziméatica da DHA apresenta valores mais elevados na zona
Noroeste da parcela, onde esta instalada a casta Alicante Bouschet, registando-se
apenas um valor mais elevado na area da casta Touriga Nacional (ponto 17).
Relativamente aos valores mais baixos, estes encontram-se na zona Este da parcela,

onde se encontra a casta Touriga Nacional e Alicante Bouschet (Figura 4.3).

Desidrogenase (ugTPF/g solo secofh)
1.0

1.20
1.40
1.60
1.80
2.0

2.20
240
2.60

Figura 4.3 - Mapa QGIS da atividade enzimatica da desidrogenase
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4.4 Atividade Enzimatica da Arilsulfatase

A atividade enzimética da arilsulfatase apresenta uma distribuicdo espacial
bastante uniforme ao longo da parcela, com um valor mais elevado no ponto 2 e um
valor mais baixo no ponto 4 (zona Noroeste da area em estudo), encontrando-se, em

ambos os pontos, a casta Alicante Bouschet (Figura 4.4).

Arilsulfatase (nmolPNF/g solo seco/h)
24

EEEE-oRBBNREESEH

Figura 4.4 - Mapa QGIS da atividade enzimatica da enzima arilsulfatase

4.5 Atividade enzimatica da B-glucosidase

A atividade da enzima B — glucosidase apresenta valores baixos para a
generalidade da parcela amostrada, com exce¢do de uma pequena area com valores
mais elevados, na zona Norte da parcela amostrada, incluindo pontos com a casta

Alicante Bouschet e Cabernet Sauvignon (Figura 4.5).
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B - glucosidase (nmolPNF/g solo secofh)
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Figura 4.5 - Mapa QGIS da atividade enzimatica da -glucosidase

4.6  Atividade enzimatica da Fosfatase

A atividade da enzima fosfatase apresenta, em geral, valores elevados ao longo
da area em estudo, com excecao de alguns pontos na zona Noroeste da parcela (pontos
1, 8, 10 e 11, localizados na area da casta Alicante Bouschet) e de alguns pontos na
zona Sul (pontos 18, 21 e 23, localizados na area da casta Touriga Nacional) (Figura

4.6).
Fosfatase (nmolPNF/g solo seca/h)
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Figura 4.6 - Mapa QGIS da atividade enzimatica da enzima fosfatase
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4.7 Quantificacdo de bactérias culturaveis

A guantificagcdo de bactérias culturaveis apresenta uma distribuicdo de valores
relativamente heterogénea: valores mais baixos na zona Norte da &rea em estudo onde
se encontram as castas Cabernet Sauvignon e Alicante Bouschet, com excec¢do dos
pontos 13 e 14, que apresentam valores mais elevados; valores intermédios na regido

correspondente a casta Touriga Nacional (Figura 4.7).

Quantificagdo bactérias culturawveis (UFC/q)
0
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B 1307
B 1207
B 1507
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07

Figura 4.7 - Mapa QGIS da quantificagdo de bactérias culturaveis

4.8 Quantificacdo de fungos culturaveis

Este parametro quantificacdo de fungos culturaveis apresenta valores
uniformemente baixos ao longo da parcela, com excecdo dos pontos 2 e 10 (zona
Noroeste da area em estudo), na area onde se encontra a casta Alicante Bouschet
(Figura 4.8).
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Quantificagio fungos culturdveis (UFC/g)

Figura 4.8 - Mapa QGIS da quantificacdo de fungos culturaveis

4.9 Taxade Colonizag&o Micorrizica Arbuscular

A distribuic@o da taxa de coloniza¢ao micorrizica arbuscular ndo ocorre de forma
uniforme na area amostrada: apresenta zonas com valores maximos (zonas Noroeste e
Sudeste), onde se encontram instaladas as castas Alicante Bouschet e Touriga
Nacional, respetivamente, e apresenta uma zona com atividade mais baixa (zona central

da parcela) (Figura 4.9).
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Figura 4.9 - Mapa QGIS da taxa de colonizagdo micorrizica arbuscular (AC)
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4.10 Teor de Clorofila

O teor de clorofila apresenta valores uniformemente baixos ao longo da parcela,
com excec¢ao dos pontos 3,5a 7, 9 a 11 (zonas Noroeste da area em estudo), onde se
encontra a casta Alicante Bouschet e do ponto 18 (zona Sudoeste) onde esta instalada

a casta Touriga Nacional (Figura 4.10).

! Teor de clorofila

Figura 4.10 - Mapa QGIS do teor de clorofila (ug/cm?) das folhas das videiras

4.11 Razao entre a Fluorescéncia variavel e a Fluorescéncia
maxima (Fv/Fm)

Ao longo da parcela, a razéo Fv/Fm apresenta valores uniformemente elevados,
com excecdo dos pontos 7 e 10 (zona Noroeste da area em estudo), do ponto 14 (zona
Nordeste) e dos pontos 20 e 23 (zonas Sudeste e Sudoeste, respetivamente), que

correspondem a diferentes castas (Alicante Bouschet e Touriga Nacional) (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Mapa QGIS da razao entre a fluorescéncia variavel e maxima

4.12 Is6topos de Carbono
A avaliacdo dos is6topos de carbono apresenta valores uniformemente elevados
ao longo da parcela amostrada, com excegdo do ponto 24 (zona Sudoeste da area em

estudo) que apresenta o valor minimo observado (Figura 4.12).

Isétopos de Carbono
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Figura 4.12 - Mapa QGIS da andlise de is6topos de carbono (%o)
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4.13 Producéo da Vinha (kg/ha)

A producao de uva (kg/ha) foi superior na zona Norte da area estudada, com
valores entre os 400 e 1600kg/hectare, onde se encontra instalada a casta Alicante
Bouschet. A zona Sul apresentou uma producdo mais baixa, zona esta onde estéo
inseridas as castas Touriga Nacional (zona Sul) e Cabernet Sauvignon (zona Sudeste),
com valores entre 0 a 200kg/hectare. Apesar do aparente efeito casta nos valores de
producéo, é de referir que dentro da area onde se encontra a casta Alicante Bouschet
regista-se a existéncia de varios pontos com niveis bastante baixos de producao (Figura
4.13).

Figura 4.13 - Mapa QGIS da producéo da vinha no ano de 2020, em kg/ha

4.14 Analises quimicas do solo
Em janeiro de 2019 foram realizadas analises quimicas ao solo da éarea
amostrada e os resultados fornecidos pelo gestor da propriedade (Tabelas 4.1 e 4.2).
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Tabela 4.1 - Andlise ao solo, correspondente aos pontos 4, 5, 6, 13, 17 e 24.

Parametro Resultado Estado*

Azoto Dumas (mg/kg) | 436 Muito baixo - Baixo
Fosforo (mg/kg) <9,80 Muito baixo - Baixo
pH 7,29 Normal

Matéria Orgéanica (%) | 0,70 Muito baixo - Baixo
Calcério Ativo (% 0,750 Muito baixo - Baixo
CaCo03)

Potassio Assimilavel < 10,0 -

(mg/kg)

* De acordo com os critérios do laboratério onde a analise foi efetuada.

Tabela 4.2 - Analise ao solo, correspondente aos pontos 1, 2, 3,7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 19, 20,

21,22e23

Parametro Resultado Estado’

Azoto Dumas 492 Muito baixo - Baixo
(mglkg)

Fosforo (mg/kg) <9,80 Muito baixo - Baixo
pH 6,73 Normal

Matéria Organica 0,78 Muito baixo - Baixo
(%)

Calcério Ativo (% < 0,500 Muito baixo - Baixo
CaCo03)

Potassio Assimilavel | < 10,0 -

(mg/kg)

* De acordo com os critérios do laboratério onde a analise foi efetuada.

De acordo com os resultados de ambas as analises ao solo (Tabela 7 e 8),
podemos verificar que os valores obtidos para os varios parametros nao diferem
grandemente entre si, sendo que 0 Unico parametro que apresenta um valor
considerado normal no solo analisado € o pH (todos os outros valores sdo considerados

muito baixo - baixo).
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4.15 Analises a seiva
Em julho 2020, foram realizadas andlises de seiva nas videiras da casta Alicante

Bouschet por um laboratério externo (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Andlises de seiva realizadas na casta Alicante Bouschet

Parametro Resultado Estado
AcUcares totais (%)
- Folhas recentes 1.3 Baixo
- Folhas antigas 2.3 Normal
pH
- Folhas recentes 3.1 Baixo — aceitavel
- Folhas antigas 3.7 Normal
Eletrocondutividade
(mS/cm) 6.5 Normal
- Folhas recentes 7.3 Normal

- Folhas antigas
Azoto total (ppm)

- Folhas recentes 387 Normal

- Folhas antigas 253 Baixo
Enxofre (ppm)

- Folhas recentes 211 Normal

- Folhas antigas 322 Normal
Fosforo (ppm)

- Folhas recentes 477 Normal

- Folhas antigas 215 Baixo

* De acordo com os critérios do laboratério onde a analise foi efetuada.

Relativamente aos resultados das andlises de seiva, as folhas recentes
apresentam valores considerados baixos no que toca aos acgucares totais e no pH,
sendo que os outros parametros apresentam valores normais. Quanto as folhas mais
antigas, apenas apresentam valores considerados baixos no fésforo, os restantes

parametros estao normais.

4.16 Andélise Estatistica

A correlacdo utilizada na analise estatistica foi a correlacdo de Pearson. As
correlagbes mais significativas encontram-se assinaladas a negrito na Tabela 4.4. A
correlacdo entre as variaveis é elevada para valores iguais ou superiores a 0.5, é
moderada se o0s valores se encontrarem dentro do intervalo 0.49 a 0.3 e € baixa para
valores inferiores a 0.3.

Pode-se observar que existem diversos parametros que estéo correlacionados
de forma positiva (RBS — Arilsulfatase; DHA — B-glucosidase e fosfatase; Arilsulfatase -
B-glucosidase), sendo a correlacao positiva mais forte entre as enzimas B-glucosidase

e fosfatase (0.69), sendo que outros pardmetros se correlacionam de forma negativa,
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sendo que a correlacdo negativa mais forte foi observada entre a $-glucosidase e a taxa

de colonizacdo micorrizica (-0.46).

Tabela 4.4 - Valores de correlacdo de Pearson para os parametros analisados. As correlagdes mais
significativas encontram-se assinaladas a negrito

C- RBS | DHA | Arilsulf | B- Fosfat | %AC | Bactérias | Fungos
Mic gluco
C-Mic 1
RBS - 1
0.10
DHA - 0321
0.02
Avrilsulf 033|043 (031 |1
B—gluco 0.08 | 0.37 | 0.43 | 0.42 1
Fosfat 0.08 | 0.24 | 0.46 | 0.37 069 |1
% AC - - - -0.37 |-0.46 |-0.16 |1
0.15 | 0.35 | 0.25
Bact 0.12 | - - -0.10 |0.17 |0.37 |0.02 |1
0.17 | 0.23
Fungos 0.18 [ 0.05 | 0.20 | 0.15 -0.12 | -0.15 |-0.14 | -0.25 1

(Legenda: Arilsulf — arilsulfatase; B—gluco - B — glucosidase; Fosfat — fosfatase; %AC — percentagem de colonizagao

micorrizica arbuscular; Bact — bactérias)
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5. Discussao



5.1 Atividade microbiana geral — RBS, C-Mic e atividade enzimética da

DHA.

A atividade microbiana geral do solo pode ser refletida por pardmetros tais como
a RBS, o C-Mic ou a DHA. Trata-se de parametros associados a atividade de todas as
células microbianas vivas e que estdo a contribuir para 0os processos biolégicos que
ocorrem no solo, tratando-se desta forma de potenciais indicadores da sua qualidade.

A atividade microbiana do solo é fortemente influenciada pela presenca das
raizes das plantas. A rizosfera, que consiste na zona biologicamente ativa do solo em
redor das raizes das plantas, na qual se déo intera¢des entre microrganismos, plantas
e o solo, é uma zona de intensa atividade microbiana, uma vez que os exsudados,
lisados e mucilagens presentes nesta zona constituem uma fonte de carbono e de outros
nutrientes para os microrganismos, favorecendo inclusivamente o estabelecimento de
relacdes simbidticas entre estes e as plantas (Singh et al., 2004; Pefia et al., 2005;
Silveira & Freitas, 2007). As préprias raizes, quando morrem, constituem uma fonte de
carbono para os microrganismos heterotréficos do solo, estimulando também por essa
via o desenvolvimento microbiano — rizodeposicao.

Considerando o C-Mic como diretamente proporcional a biomassa microbiana,
este parametro € usado como um bom indicador da dimens&o populagdo microbiana
presente num dado local (Ren et al.,, 2017), assim como permite perspetivar a sua
atividade, uma vez que constitui um marcador ecolégico pela forma rapida como reage
a alteragfes nas condi¢bes ambientais do meio (Alef & Nannipieri, 1995). Por sua vez a
biomassa microbiana é também ela prépria uma fonte de carbono, azoto, fésforo e
enxofre e outros elementos para os distintos microrganismos do solo (microbial loop)
(Brookes, 2001).

O facto de a vinha apresentar enrelvamento na entrelinha faz com que haja uma
distribuicao de raizes relativamente homogénea em toda a area estudada o que permite
uma distribuicdo também relativamente homogénea da atividade microbiana geral ao
longo da area amostrada, como se verifica pelas Figuras 4.1 (RBS) e 4.2 (C-Mic). Note-
se que a andlise espacial do C-Mic e da RBS, mostra que para ambos os parametros,
os valores maximos encontram-se maioritariamente na zona Norte da parcela e os
valores mais baixos encontram-se na zona Sul.

Um outro parametro que reflete a atividade microbiana geral do solo € a atividade
da enzima desidrogenase, uma vez que esta enzima desempenha um papel significativo
na oxidacao biolégica da matéria organica do solo e a sua atividade pode ser assumida
como proporcional & biomassa dos microrganismos no solo (von Mersi & Sehinner,
1991). A Figura 4.3 ilustra a distribuicdo da atividade desta enzima e pode notar-se uma

maior heterogeneidade dentro da area amostrada do que a observada para a RBS ou
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C-Mic. A DHA é extremamente sensivel e fatores tais como o teor de 4gua no solo, a
disponibilidade de matéria orgéanica, o potencial de oxida¢&do-reducéo, a contaminacao
com metais pesados ou fertilizantes e pesticidas podem afetar de forma significativa a
sua atividade (Wolinska & Stepniewska, 2019), pelo que é expectavel uma maior
variacdo deste pardmetro na area estudada. Contudo, os valores observados para a
desidrogenase corroboram a tendéncia ja observada para a RBS ou C-Mic, de uma
maior atividade microbiana na zona Norte da propriedade.

Uma vez que a RBS depende da biomassa microbiana (proporcional ao C-Mic)
e esta diretamente ligada com a sua atividade enziméatica, € possivel relacionar estes
trés parametros (Frankenberger & Dick, 1983). Através da analise dos mapas das
Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, podemos verificar que: a RBS, apesar de apresentar uma
distribuicdo relativamente uniforme na area em estudo, possui um valor maximo no
ponto 13. Esta zona coincide com os maiores valores de DHA observados; o ponto 2 é
um ponto maximo comum na entre o C-Mic e a DHA, indicando que na zona adjacente
a este ponto, existem condi¢des para uma intensa atividade microbiana; tanto a RBS
como a DHA apresentam um minimo em comum, correspondente ao ponto 1, indicando
uma baixa atividade microbiana neste ponto.

Curiosamente as zonas de maior disponibilidade de matéria organica e pH mais
proximo do seu 6timo de funcionamento (6.5 a 6.7) (Tabela 4.2) ndo parecem coincidir
com as zonas de maior DHA. Atendendo a sensibilidade desta enzima, existirdo
certamente outros fatores que estdo a condicionar de forma mais marcante a sua
atividade, como por exemplo o teor de humidade do solo a data da amostragem ou o
estado de arejamento do solo, uma vez que estes fatores condicionam o potencial de

oxidag&o-reducédo e a taxa de difuséo de O, (Wolinska & Stepniewsk, 2012).

5.2 Quantificacdo de bactérias e fungos culturaveis

A quantificagdo de bactérias e fungos culturaveis fornece informacao relativa a
fracdo viva do solo capaz de crescer nos meios de cultura generalistas utilizados (agar
nutritivo e potato dextrose agar).

Existem varios fatores que influenciam a presenca e o desenvolvimento dos
microrganismos no solo. Tanto bactérias como fungos sao influenciados pela
temperatura e humidade do solo, a capacidade de armazenamento de agua e a
possibilidade de trocas gasosas, a disponibilidade de matéria organica ou presenca de
microhabitats com condi¢6es favoraveis ao seu desenvolvimento, entre outros (Fraga et
al., 2012).
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A quantificacé@o das bactérias culturiveis apresenta uma distribuicdo irregular na
area em estudo (Figura 4.7): valores mais baixos na zona Noroeste da parcela e valores
intermédios uniformes nas restantes zonas, com excecdo da zona Nordeste com dois
pontos mais elevados. Estes dois pontos encontram-se na proximidade de arvores e de
um curso de agua, fazendo com se dé uma diminuicdo da temperatura do solo e um
aumento da humidade deste, favorecendo o desenvolvimento microbiano nestes dois
pontos, ainda que existam outros pontos préximos de arvores e da zona de agua que
apresentam valores intermédios e baixos. As amostras foram recolhidas em julho de
2020, um més com temperaturas elevadas (maximas préximas de 40°C) e baixa
disponibilidade hidrica. Tendo em consideracdo que a temperatura Otima de
crescimento para as bactérias ronda os 30°C e necessitam sempre de alguma
disponibilidade hidrica, a populagcdo microbiana da parte mais superficial do solo
apresentou valores mais baixos do que os observados nos locais em que estas
condi¢bes foram amenizadas pela presenca de sombra e da linha de agua.

Exatamente nos pontos em que o numero de bactérias culturaveis foi superior
(pontos 12 e 14) foi também registada maior atividade da fosfatase e da B-glucosidase.
Também os valores de atividade da arilsulfatase séo mais elevados nesta regido. Assim,
€ provavel que uma parte das bactérias que habitam na zona dos pontos com valores
mais elevados sejam bactérias solubilizadoras de fosforo e de enxofre, contribuindo para
a disponibilidade destes dois nutrientes no solo.

A quantificagdo de fungos culturaveis apresenta uma distribuicdo uniformemente
baixa (Figura 4.8), ao longo da zona estudada, com excec¢do de dois pontos maximos
na zona Noroeste, que ocorrem de forma muito isolada e muito provavelmente decorrem
de uma situacdo pontual. Um destes dois pontos, o ponto 10, corresponde ao valor
minimo no mapa da quantificacdo de bactérias (Figura 4.7); isto poderd indicar a
proliferacdo de fungos, na zona deste ponto, com propriedades inibitorias do
desenvolvimento bacteriano. Tanto as bactérias como os fungos culturaveis reagem de
forma diferente a diferentes praticas agricolas. A populacdo de fungos, por norma,
aumenta a uma taxa superior a das bactérias (cerca de 1.0 a 2.3) (Bailey et al., 2002),
para além disso em situac6es de nao mobilizacdo do solo, como é o caso, a populacao
de fungos deveria ser favorecida. O facto de a contagem de fungos culturaveis
apresentar uma distribuicdo uniformemente baixa e inferior a de bactérias é
relativamente surpreendente e pode dever-se ao facto da contagem efetuada recair
apenas nos fungos culturaveis no meio de cultura usado (PDA) e estes representarem
apenas um pequena parte de populacgéo total.

Tal como para as bactérias, também os fungos se encontravam fora das suas

condi¢ces mais favoraveis de crescimento a data de amostragem. As condicdes ideais

53



de desenvolvimento de fungos sédo temperaturas amenas (21°C - 28°C) e teores de
humidade relativamente elevados. Muito provavelmente a maior parte da populacéo
destes organismos encontrava-se a data da amostragem na forma de esporos, pelo que
a sua quantificacdo in vitro pode ter subestimado a populacdo, embora ndo a sua
distribuicdo pela area em estudo. A quantificacdo de bactérias e fungos culturaveis
(Figuras 4.7 e 4.8) esta diretamente ligada aos parametros gerais de atividade
microbiana: RBS, C-Mic e DHA (Figuras 4.1, 4.2 e 4.3). Através da analise dos mapas
destes parametros, podemos verificar que embora ndo haja uma coincidéncia exata dos
pontos amostrados, verifica-se que a concentracéo de bactérias e fungos culturaveis se
encontra associada a zonas com atividade respiratéria também elevada. A quantificagédo
de bactérias apresenta uma distribuicdo mais irregular ao longo da parcela do que os
fungos culturaveis, que apresentam uma distribuicdo bastante homogénea, apenas com
dois picos bem evidentes. O perfil encontrado para a distribuicdo da RBS é mais
coincidente com a distribuicdo de bactérias culturaveis do que o dos fungos, pelo que
se pode suspeitar de que a atividade bacteriana foi mais influente neste parametro.

A distribuicdo de valores associados a DHA e do C-Mic corroboram estes
resultados, verificando-se que também estes indicadores gerais da atividade microbiana
do solo apresentam valores mais elevados em zonas em comum com as bactérias
culturaveis, como é o caso dos picos das bactérias na zona nordeste e o caso da zona
sul, com valores intermédios uniformes.

Tendo em consideragdo que C-Mic esta ligado a fracdo viva da matéria organica
do solo constituida por microrganismos e o interesse em estimar este parametro esta
relacionado com a sua funcdo de reservatério de nutrientes com o posterior
fornecimento destes as plantas e na sua capacidade de desempenhar fungbes de
marcador ecoldgico, é possivel relacionar a biomassa microbiana com a quantificagéo
de bactérias e de fungos culturaveis. Um dos pontos maximos de C-Mic, situado na zona
Noroeste, também esta presente no mapa da quantificacdo de fungos culturaveis (ponto
2), enquanto que no mapa da quantificagdo de bactérias culturaveis corresponde a um
ponto minimo. Isto podera querer dizer que, naquele ponto, a populacdo de fungos
integra a biomassa microbiana em maior quantidade do que a populacao bacteriana;

No mapa da quantificacdo de bactérias culturaveis, a zona Nordeste apresenta
dois valores maximos (pontos 12 e 14). No mapa do C-Mic, esta zona corresponde a
uma zona com valores elevados também, enquanto que no mapa da quantificacdo de
fungos culturaveis corresponde a uma zona de valores baixos. Ou seja, é provavel que,
nesta zona, as bactérias contribuam, na maior parte, para a biomassa microbiana. A
zona Noroeste, que corresponde a um valor intermédio no mapa da C-Mic, corresponde

a uma zona de valores mais baixos no mapa da quantificacdo de bactérias e
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corresponde a um ponto maximo no mapa da quantificacdo de fungos culturaveis. Isto
podera querer dizer que, nesta zona, grande parte da populacdo de microrganismos

podera ser composta por fungos.

5.3 Enzimas relacionadas com os ciclos do carbono, fésforo e enxofre

A enzima B-glucosidase esta relacionada com o ciclo do carbono, através da
degradacao de compostos glicosideos em glucose, sendo de extrema importancia uma
vez que da sua atividade resulta a produgéo de acUcares que irdo ser utilizados pelos
microrganismos do solo como fonte de carbono e energia para o seu metabolismo, que,
por sua vez, tém como fungcéo a degradacdo de compostos que irdo ser posteriormente
absorvidos e utilizados no metabolismo das plantas. A sua atividade pode ser afetada
por diversos fatores. Dentro do intervalo de pH entre 4.5 e 8.5, a medida que o pH do
solo aumenta, a atividade desta enzima diminui, podendo, deste modo, ser utilizada
como indicador bioquimico de acidificacdo dos solos. A humidade a nivel do solo pode
influenciar os processos de transformagao de carbono catalisados pela 8 — glucosidase,
sendo que a sua atividade pode decrescer se a humidade do solo diminuir. A influéncia
da escassez de agua no solo na atividade desta enzima, origina um turnover de
nutrientes mais lento e uma reducdo no fornecimento de nutrientes as plantas. A
salinidade ou contaminag&o por metais pesados também fazem diminuir a sua atividade
(Adetunji et al., 2017).

Na Figura 4.5 é possivel verificar zonas contrastantes relativamente a atividade
da enzima em questéo. A zona de maior atividade situa-se na regiao central da vinha e
nos topos Norte e Sul a atividade é francamente mais baixa. Os pontos com valores
mais elevados encontram-se na proximidade de arvores e/ou do curso de agua da
parcela, tendo estas zonas um teor de humidade do solo superior e uma menor
temperatura devido ao ensombramento das arvores.

Através da analise dos mapas da - glucosidase e da quantificacao de bactérias
culturaveis (Figuras 4.5 e 4.7, respetivamente), verifica-se que existem algumas zonas
com valores elevados em comum — zona Noroeste e zona Sudeste da parcela — e zonas
com valores mais baixos — zona Norte. Na zona Nordeste da parcela estudada existe
uma forte atividade desta enzima, muito possivelmente devido a proximidade com
arvores, resultando numa maior humidade do solo e numa maior disponibilidade de
biomassa vegetal devida a folhada, cuja celulose pode ser degradada pela enzima,
resultando na producdo de compostos agucarados e na sua utilizagdo pelos
microrganismos do solo. Para além disto, o pH do solo destes pontos € favoravel para

o funcionamento desta enzima.
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A enzima fosfatase esté relacionada com o ciclo do fésforo, pelo que indica que
nos pontos com valores de atividade enziméatica da fosfatase mais baixos — uma linha
com a direcéo Norte/ Sul que atravessa a propriedade a meio - devera existir uma menor
disponibilidade deste nutriente para as plantas, contrariamente a restante area
amostrada. Juntamente com a informacédo contida nas andlises do solo fornecidas pelo
produtor, realizadas em 2019, os pontos com niveis de fésforo mais baixos poderéao ter
apresentado uma melhoria; no entanto, em 2020, outros pontos apresentaram baixos
niveis deste nutriente no solo, ou seja, uma baixa disponibilidade de fésforo para as
plantas. E importante referir que as analises de solo de 2019 indicam que os niveis de
fésforo estdo baixos (Tabelas 4.1 e 4.2). Apesar disto, as analises de seiva as videiras
da zona Norte da parcela em 2020 (Tabela 4.3) indicam que os niveis deste nutriente
estdo aceitaveis, com excecdo de um valor das folhas antigas (215 ppm), tendo-se
verificado um aumento de mais do dobro do fésforo nas folhas mais jovens, sendo assim
verificado uma melhoria nesta &rea da vinha.

A atividade da fosfatase pode ser influenciada por diversos fatores: pelo pH dos
solos, uma vez que a medida que o pH aumenta, a atividade desta também aumenta;
pela seca, sendo que em solos em que se verifique uma diminuicdo de humidade
também se verifica uma reducéo da atividade da fosfatase e pela presenca de metais
pesados, que também diminuem a atividade desta enzima (Adetunji et al., 2017). Assim,
uma vez que a distribuicdo desta enzima € maioritariamente elevada ao longo da
parcela, é possivel que zonas com valores mais baixos estejam relacionadas com uma
menor disponibilidade hidrica e com um pH do solo mais baixo, tal como indicado pelas
analises quimicas do solo (Tabela 4.1 e 4.2).

Importa salientar que existe uma sobreposi¢éo entre atividade de 3-glucosidase
e da fosfatase, como é possivel verificar pelas Figuras 4.5 e 4.6 e como atesta o forte
coeficiente de correlacdo apresentado na Tabela 4.4 (0.69). Assim, existindo uma
limitacdo no carbono disponivel no solo para a atividade microbiana, as bactérias
solubilizadoras de fésforo terdo, também, a sua atividade reduzida e,
consequentemente, observando-se uma menor atividade da fosfatase. E possivel
verificar que a zona de valores mais baixos nas enzimas (-glucosidase e fosfatase (eixo
norte/sul a meio da parcela) é também uma zona coincidente com os mapas do C-Mic
e das bactérias culturaveis (Figuras 4.2 e 4.7, respetivamente). Deste modo, podemos
aferir que a disponibilidade de carbono poderd influenciar a atividade das bactérias
solubilizadoras de fésforo e, consequentemente, a atividade microbiana a nivel do solo.

Para além da atividade da fosfatase ser bastante coincidente com a atividade da
B-glucosidase, apresenta também alguns valores elevados em comum com a DHA

(Figura 4.3). Uma vez que a DHA fornece informacgfes relativamente a atividade
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microbiana geral, € provavel que parte da populacdo microbiana presente na zona
desses pontos esteja ligada ao ciclo do fésforo. Para além de valores elevados em
comum com a DHA, ambas as enzimas apresentam duas zonas com valores elevados
também em comum com as bactérias (Figura 4.7), corroborando a afirmacéo de que,
nessas zonas, uma parte da populacdo microbiana podera estar ligada ao ciclo do
fésforo.

A enzima arilsulfatase esta envolvida no ciclo de enxofre, hidrolisando um vasto
namero de compostos em sulfatos, de forma que as plantas os consigam assimilar. E
possivel verificar que na parcela amostrada a disponibilidade de enxofre para as plantas
é relativamente uniforme atendendo & atividade desta enzima. E ainda importante
realgar que, apesar de existirem valores uniformes, os valores na zona Sul da parcela
sao um pouco mais baixos e na zona Este sdo mais elevados.

Através da andlise da seiva da casta Alicante Bouschet — zona Norte da parcela
- (Tabela 4.3), podemos verificar que os valores de enxofre na seiva se encontram
aceitaveis, tanto nas folhas mais antigas como nas mais recentes, ou seja, que a
absorcéo de enxofre foi, realmente, uniforme na casta Alicante Bouschet, estabelecida
na zona Norte da parcela.

A atividade da arilsulfatase apresenta uma correlacdo positiva com a [3-
glucosidase (0,42) e com a fosfatase (0,37) assim como com a RBS (0,43) (Tabela 4.4).
Assim, tanto a B-glucosidase como a fosfatase como a RBS, quando a atividade da
arilsulfatase aumenta, entdo a atividade destes trés parametros vai também aumentar,
sendo possivel verificar isto através da comparacéo das Figuras 4.1, 4.4, 4.5 e 4.6, onde
se nota zonas elevadas e zonas baixas em comum.

Relativamente ao C-Mic e a atividade das varias enzimas, é possivel identificar
varias zonas da propriedade onde os valores observados sdo sobreponiveis em termos
de tendéncia: o ponto 2 (zona Noroeste) apresenta um maximo para o C-Mic, sendo
também elevada a DHA, arilsulfatase e fosfatase, o que pode significar que uma porgéo
da populacdo microbiana podera estar relacionada com os ciclos do enxofre e do
fésforo, existindo uma elevada disponibilidade destes nutrientes naquela zona. A zona
do ponto 3 é outro maximo no C-Mic, sendo também elevado na DHA e fosfatase. Isto
pode querer dizer que nesta zona, uma grande porcdo da populacdo microbiana esteja
relacionada com o ciclo do fésforo, provavelmente existindo uma maior disponibilidade
deste nutriente na zona deste ponto. O C-Mic apresenta valores mais baixos na zona
Sul da propriedade, zona esta também coincidente com menor atividade 3-glucosidase.
Esta zona corresponde a uma zona intermédia relativamente aos valores das bactérias

culturaveis, é possivel ndo exista uma grande disponibilidade de acglcares para a flora
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microbiana nem uma grande disponibilidade de fésforo para as plantas na zona Sul da
parcela.

Tendo em consideracdo as analises ao solo realizadas no ano anterior a este
estudo, em 2019 (Tabelas 4.1 e 4.2), podemos verificar que os niveis de fosforo do solo
da zona correspondente a este ponto se encontravam baixos. Posto isto, é possivel que,
do ano 2019 para o ano 2020, se tenha verificado um aumento no teor de fésforo do
solo amostrado.

Relativamente as analises de seiva (Tabela 4.3), realizadas no ano da
amostragem (2020), podemos verificar que os niveis de enxofre estavam normais, ou
seja, que a planta conseguiu assimilar enxofre em quantidade suficiente, através do
solo. Assim sendo, é provavel que uma parte da populacdo microbiana podera estar
relacionada com o ciclo do enxofre, com uma elevada disponibilidade deste nutriente,
na zona do ponto 2 (zona noroeste).

5.4 Taxade colonizacao micorrizica arbuscular

As micorrizas arbusculares consistem numa simbiose mutualista entre os fungos
micorrizicos arbusculares e as raizes das plantas. Esta associagdo permite aumentar o
volume de solo explorado pela planta e desta forma aumentar também a absorcéo de
nutrientes e de agua por parte da planta hospedeira. O fungo recebe da planta
compostos organicos essenciais para o seu metabolismo (White, 2015). Estes fungos
tém ainda a capacidade de aumentar a resisténcia das plantas a stresses biéticos e
abidticos, aumentando a sua resiliéncia e resisténcia condi¢cbes adversas.

Como a vinha possui enrelvamento na entrelinha, grande parte das raizes
analisadas pertenciam as plantas da entrelinha. Esta analise permite aferir a presenca
desta simbiose, uma vez que se esta presente nas plantas da entrelinha, também esta
presente nas plantas da linha, via micélio extrarradicular (MER): este, para além de
absorver agua e nutrientes do solo, tem a capacidade colonizar as raizes das plantas
adjacentes. Assim sendo, a taxa de colonizacdo micorrizica da entrelinha, é, desta
forma, um bom indicador da taxa de colonizacdo micorrizica das plantas da linha. E
importante referir que néo foi realizada a analise da taxa de colonizagdo micorrizica das
plantas da linha (ou seja, nas videiras) por dificuldade de acesso e por ndo ser possivel
realizar a amostragem sem danificar o sistema radicular destas.

A distribuicdo da taxa micorrizica arbuscular, ao longo da area amostrada, ndo
é uniforme. As Norte e Sudeste correspondem as zonas dos pontos onde se verifica a

taxa de colonizacdo micorrizica mais elevada. As zonas com valores minimos — zonas
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mais claras na Figura 4.9 - correspondem as zonas em que as plantas poderdo ter uma
menor capacidade de resisténcia a fatores adversos e uma menor resiliéncia.

Apesar de a maioria das plantas ter a capacidade de formar este tipo de relacbes
simbidticas, algumas plantas presentes na vegetacdo espontanea sao pouco ou nada
micotrdéficas. Desta forma, é provavel que na zona central da propriedade, onde a taxa
de colonizacdo micorrizica é mais baixa, sejam mais abundantes plantas deste tipo.
Relativamente a andlise estatistica, a taxa de colonizacdo micorrizica apresenta uma
correlagao negativa com a B-glucosidase (-0,46) — com 0 aumento da enzima, a taxa de
colonizacao micorrizica diminui e vice-versa, como é possivel verificar pelas Figuras 4.5
e 4.9.

5.5 Parametros foliares — teor de clorofila, razdo entre a fluorescéncia
variavel e madxima e is6topos de carbono

A disponibilidade de determinados macronutrientes (azoto, fosforo, potassio,
calcio, magnésio e enxofre) e micronutrientes (ferro, boro, cobre, zinco, manganés, entre
outros) para o crescimento e desenvolvimento das plantas tem implica¢cdes no seu teor
de clorofila, que pode assim funcionar como indicador do desenvolvimento e rendimento
das plantas. A clorofila esta diretamente relacionada com a absor¢éo de radiagcdo por
parte da planta, e com a producéo fotossintética priméria. Verifica-se que, ao longo de
grande parte da parcela amostrada, as plantas possuem um teor de clorofila baixo,
apresentando também uma baixa producdao , principalmente na zona Sul. Relativamente
a zona Norte, esta apresenta valores mais elevados, sendo que as plantas apresentam
também uma producdo mais elevada.

A razéo entre fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima (Fv/Fm) fornece
informac0des relativamente a eficiéncia do aparelho fotossintético das plantas. Estas
apresentam, de um modo geral, uma boa eficiéncia no que toca ao seu aparelho
fotossintético. Quanto as plantas com niveis mais baixos, os danos sofridos devido a
condicdes de secura sdo ainda danos reversiveis nesse ano, uma vez que estes valores
se encontram entre 0,7 e 0,8, pelo que ainda € possivel que estas voltem a ter uma
eficiéncia fotossintética elevada nesse mesmo ano produtivo. As plantas com eficiéncias
fotossintéticas mais baixas pertencem a zona norte, incluindo areas com as castas
Alicante Bouschet (pontos 7, 10 e 14) e a Touriga Nacional (pontos 20 e 23), e, portanto,
situadas aleatoriamente ao longo da area estudada (Figura 4.11).

A andlise isotopica de C'? e C**(Figura 4.12) esta relacionada com as condicdes
climticas a que a planta esteve sujeita durante o seu desenvolvimento, mais

concretamente com a disponibilidade de &gua, nutrientes, intensidade de luz e

59



temperatura, sendo um indicador do estado de conforto ou stress a que a planta esteve
sujeita. Assim, podemos verificar que todas as plantas amostradas, com excec¢ao da
planta do ponto 24, ndo passaram por situacdes de stress extremo a nivel de agua,
nutrientes, luminosidade e temperatura, durante o seu desenvolvimento.

Os vaérios parametros foliares estudados apresentam algumas zonas com
tendéncias similares entre si. A zona Norte apresenta valores mais elevados, podendo
isto querer dizer que é uniforme que, nessa zona, as plantas apresentam um rendimento
elevado, ndo apresentam danos devido a seca nem passaram por situacdes de stress
extremo durante o seu desenvolvimento. Relativamente aos minimos, os trés

parémetros nao apresentam zonas em comum.

5.6 Producéao de uva

Relacionando a producdo de uva (kg/ha) com os parametros estudados,
podemos afirmar que a producéo de uva foi superior na zona Norte da area estudada,
onde esté instalada a casta Alicante Bouschet, sendo isto expectavel uma vez que, em
guase todos os parametros estudados, foi uma zona que apresentou resultados mais
uniformes e razoaveis.

A zona sul da parcela foi a zona que apresentou uma produg¢éo mais baixa, zona
esta onde se encontram instaladas as castas Touriga Nacional (zona Sul) e Cabernet
Sauvignon (zona Sudeste), sendo esta zona coincidente com resultados mais baixos no
gue toca aos parametros estudados, sendo possivel a sua relacdo com a baixa
produtividade nesta zona.

E importante salientar que existem zonas com produc&o de Okg/ha (zona Sul), onde
se encontra instalada a casta Touriga Nacional. Foi verificado que, nesta zona, as

plantas ndo se encontravam saudaveis, segundo a informacao fornecida pelo produtor.
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6. Conclusao



O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo de uma vinha no concelho de
Montemor-o-Novo, no que diz respeito a diversos parametros relativos a atividade
microbioldgica do solo, bem como parametros fisiolégicos da prépria videira, tentando
aferir possiveis relacdes causa-efeito que irdo contribuir com informacéo relevante para
a gestao do agrossistema da vinha. Apds a analise dos mapas e da distribuicdo espacial
dos diferentes parametros analisados, foi possivel perceber que:

- A existéncia de coberto vegetal nas entrelinhas, que por sua vez leva a
distribuicdo de raizes de forma homogénea, permitiu uma distribuicdo também
homogénea da atividade microbiana geral (RBS e C-Mic);

- Pontos préximos a arvores e curso de agua apresentam uma maior carga e
atividade microbiana;

- A disponibilidade de carbono poderd influenciar a atividade das bactérias
solubilizadoras de fésforo e, consequentemente, a atividade microbiana especifica deste
grupo de microrganismos;

- Alguns dos parametros estudados apresentaram relagdes entre si: nos pontos
em que o numero de bactérias culturaveis foi superior foi também registada maior
atividade da fosfatase e da B-glucosidase e também os valores de atividade da
arilsulfatase sdo mais elevados nesta regido, sendo bastante provavel que uma parte
das bactérias que habitam na zona destes pontos sejam bactérias solubilizadoras de
fésforo e de enxofre, contribuindo para a disponibilidade destes dois nutrientes no solo;

- A quantificacdo de bactérias esta diretamente ligada aos parametros gerais de
atividade microbiana - RBS, C-Mic e DHA;

- Valores pontualmente elevados de fungos culturaveis podem estar associados
a inibicdo da populacéo de bactérias;

- O perfil encontrado para a distribuicdo da RBS foi mais coincidente com a
distribuicdo de bactérias culturaveis do que o dos fungos, pelo que se pode suspeitar de
gue a atividade bacteriana foi mais influente neste par@metro e a distribuicdo de valores
associados a DHA e do C-Mic corroboraram, também, estes resultados;

- O enrelvamento impactou de forma positiva a taxa de colonizacédo micorrizica,
mas, no entanto, ndo foi o Unico fator, uma vez que a distribuicao desta nao foi uniforme
ao longo da area estudada. Assim, é provavel que outro fator que influenciou a
colonizacao micorrizica foi a presenca de espécies na vegetacao espontanea pouco ou
nada micotréficas. Para além disto, também se verificou que, com o aumento da
atividade enzimatica da enzima [-glucosidase, a taxa de colonizacdo micorrizica

diminui;
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- Os parametros foliares estudados — teor de clorofila, Fv/Fm e is6topos de
carbono — apresentaram tendéncias em comum entre si, pelo que confirmaram ser bons
indicadores do estado fisiologico das plantas.

Uma vez que a producéo de uva foi superior na zona Norte da parcela, zona esta
onde se verificaram valores mais elevados e uniformes dos parametros analisados, €
possivel inferir que a producdo da vinha pode estar diretamente relacionada com a
atividade microbiana do solo.

Assim, a informacao fornecida por resultados deste tipo de andlises sera uma
mais valia para o produtor, uma vez que serd possivel realizar uma melhor gestao da
vinha: a nivel de necessidades nutritivas das plantas (através de andlises a atividade
enzimatica do solo e microbiana) e do estado das plantas, nhomeadamente a sua
resisténcia e resiliéncia a fatores adversos durante o seu desenvolvimento, eficiéncia do
aparelho fotossintético e estado de conforto/stress a que as plantas estiveram sujeitas
durante o seu desenvolvimento. Assim, complementando andlises a fertilidade do solo
e a seiva das plantas com este tipo de andlises sera uma vantagem para o produtor, no
sentido de ter uma informag@o mais completa e que permitira realizar uma melhor e
mais sustentavel gestéo da vinha, com a possibilidade de fazer uma gestao diferenciada
na propriedade, de acordo com as necessidades de cada local.

Relativamente a trabalhos futuros, seria interessante complementar este
trabalho com o desenvolvimento de estudos envolvendo uma dinamica temporal, ou
seja, seria interessante estudar e perceber que alteracdes nos diferentes parametros
analisados ocorrem com o decorrer dos anos e qual o motivo e, também, qual o impacto
gue a gestédo diferenciada da propriedade teria na producdo de uva, recorrendo a este
tipo de analises como monitorizagdo e adotando praticas para melhorar os resultados
obtidos.
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8. Anexos



Anexo |: Preparacéo de solucdes

Biomassa Microbiana

Solucdo Mn Il pirofosfato (KMnO4) — sob um agitador magnético, adicionou-se,
a 100mL de agua destilada, pela seguinte ordem: 75mL de solu¢do de pirofosfato
(NasP-07) 0,1M, 12mL de &cido sulftrico 0,5M, 5mL de permanganato de potassio 0,1M
e 20mL e sulfato de manganés. Depois, adicionou-se agua destilada até atingir os
250mL de solucéo.

Solucao de sulfato de potassio (K2SO.) (solucéo extratora) — pesou-se 350g de
sulfato de potassio, adicionou-se quatro litros de agua destilada e colocou-se sob

agitacdo num agitador magnético.

Solugdo de permanganato de potassio (KMnO.) — pesou-se 1,589 de
permanganato de potassio, adicionou-se 100mL de agua destilada e colocou-se a

solucéo sob agitacdo num agitador magnético.

Solugéo de pirofosfato (NasP-O7) — pesou-se 4,46g de pirofosfato, adicionou-se

100mL de agua destilada e colocou-se a solu¢ao sob agitagdo num agitador magnético.

Solugédo de sulfato de manganés (MnSO.) — pesou-se 1,699 de sulfato de
manganés, adicionou-se 100mL de agua destilada e colocou-se a solu¢éo sob agitacao

num agitador magnético.

Acido sulfarico (H.S0O.) 0,5M - através da formula M1V; = M,V,, foi calculada o
volume de &cido sulfarico necessério para obter um solugéo a 0,5M: M1V1 =MyV, 17,82
-V1=0,5-100 mL V;= 2,805 de acido sulfarico em 97,195mL de agua destilada.

Atividade enzimatica da desidrogenase

Solugéo de cloreto 2,3,5 trifeniltetrazdlio (TTC) a 1% - a 5g de TTC adicionou-se

500 mililitros de agua destilada.

Solucdo de TPF: pesou-se 100mg de TPF para um baldo de 100mL e perfazeu-

se com metanol, até aos 100mL.
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Quantificacao de bactérias e fungos culturaveis
Célculo das dosagens de cloranfenicol e de ciclohexamida:
Pela formula C1V1= CzV2, sendo que C1V: corresponde aos valores da solugéo

stock (antibiético ou fungicida) e C,V: corresponde a solucéo final (meio de cultura com
o0 antibiético ou fungicida).

Célculo do volume de cloranfenicol: M1V1 = M2V, = 25 mg/mL - Vi =
50pg/mL - 500mL PDA  <Vi=1mL para 500mL de meio de cultura PDA.

Célculo do volume de ciclohexamida: M1V1 = M2V2 25 mg/mL - V1= 50ug/mL -
500mL NA &Vi=1mL para 500mL de meio de cultura NA.

Atividade enzimatica

Tris base 100 mmol/L pH 12 + 0,1 — dissolveu-se 12,11g de tris-hidroximetil
aminometano em 800m| de &gua desmineralizada e foi ajustado o pH para 12 com

hidréxido de sddio (5M). Perfazeu-se com agua desmineralizada até aos 1000mL.

Cloreto de calcio — dissolveu-se 14,79 de cloreto de célcio dihidratado em 200mL

de 4gua desmineralizada.

Para-nitrofenol — dissolveu-se 10mg de para-nitrofenol em 20mL de agua
desmineralizada. A solugéo foi utilizada nos ensaios com uma diluigéo de 1/10 (1mL da

solucéo preparada em 9mL de 4gua desmineralizada).
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Anexo Il: Resultados obtidos — C-Mic, DHA e RBS

Carbono Microbiano

Desidrogenase

Respiracdo Microbiana

Amostra mg C/Kg solo UgTPF . g *solo seco . hora ? (mg CO2/Kg solo/d)
1 125,23 0,81 1,61
2 163,16 2,09 5,61
3 193,93 1,80 4,88
4 72,56 2,14 4,48
5 151,20 1,58 4,84
6 60,60 2,22 6,11
7 73,42 2,08 4,55
8 95,21 2,26 4,84
9 78,55 2,48 4,17
10 72,56 2,35 6,97
11 116,58 2,17 6,91
12 72,14 2,15 12,33
13 80,68 1,79 8,70
14 131,54 1,80 5,73
15 131,54 1,33 6,10
16 64,87 1,37 7,32
17 52,91 2,07 4,37
18 110,60 0,88 3,73
19 15,30 1,71 5,28
20 55,90 1,83 4,90
21 61,88 1,24 6,50
22 31,97 1,74 6,04
23 48,63 1,48 5,28
24 60,60 1,55 3,70
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Anexo llI: Resultados obtidos — Taxa de micorrizacdo e quantificacéo de
bactérias e fungos culturaveis

Taxa Micorrizacdo Quantificacdo microrganismos
Amostra | Taxa Colonizacdo | Bactérias (UFC/g) | Fungos (UFC/g)
1 14 2,85E+06 2,21E+05

9 3,38E+06 1,54E+06
3 8 4,44E+06 1,53E+05
4 12 6,75E+06 5,67E+05
5 7 4,82E+06 2,97E+05
6 11 5,40E+06 1,62E+05
7 7 1,66E+06 4,05E+04
8 10 6,48E+06 2,61E+05
9 9 3,38E+06 1,76E+05
10 5 4,50E+04 1,76E+06
11 5 1,04E+06 6,75E+04
12 11 4,50E+05 4,50E+04
13 0 1,30E+07 3,56E+05
14 6 1,62E+07 1,89E+05
15 7 4,10E+06 1,85E+05
16 7 2,88E+06 2,97E+05
17 12 7,43E+06 1,35E+05
18 13 9,41E+06 3,11E+05
19 11 1,00E+07 2,66E+05
20 14 1,10E+07 2,07E+05
21 16 8,55E+06 3,24E+05
22 5 6,62E+06 1,35E+05
23 5 4 50E+06 2,03E+05
24 10 9,05E+06 2,57E+05
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Anexo IV: Resultados obtidos — Atividade enzimatica

Arilsulfatase B-glucosidase Fosfatase
Amostra | nmolPNF-g * solo seco-h * | nmolPNF-g ! solo seco-h * | nmolPNF-g ? solo seco-h 1t
1 51,4 374,6 839,2
2 184,1 724,1 1524,0
3 98,7 920,9 1779,7
4 16,4 1001,2 1474,1
5 55,2 556,4 754.,8
6 108,2 1240,2 1546,1
7 106,5 1895,2 1564,1
8 108,3 1245,1 1636,9
9 108,1 759,3 1409,5
10 96,5 783,8 973,2
11 150,5 718,4 1011,2
12 122,0 1132,3 1521,5
13 114,1 1652,8 1751,9
14 145,7 1613,4 1768,5
15 134,4 1201,3 1415,7
16 147,1 1532,4 1383,2
17 56,3 590,9 1551,1
18 55,3 498,2 1018,0
19 70,0 909,3 1589,9
20 133,6 633,3 14227
21 69,6 346,5 998,3
22 83,6 494,9 1225,8
23 76,7 504,3 942,9
24 69,0 459,1 1192,5
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Anexo V: Resultados obtidos — Parametros foliares

Teor de Clorofila |Isétopos Carbono Fv/iFm

Planta Média d13C Média
1 10,46 -27,60 0,79
2 5,66 -28,75 0,77
3 11,70 -28,77 0,78
4 7,37 -27,13 0,76
5 7,19 -27,14 0,74
6 10,87 -29,37 0,73
7 14,87 -27,48 0,76
8 16,93 -28,35 0,74
9 12,97 -27,89 0,77
10 12,10 -29,17 0,72
11 12,03 -28,47 0,75
12 7,68 -27,03 0,76
13 8,15 -28,31 0,75
14 7,30 -29,25 0,70
15 8,41 -27,25 0,75
16 6,94 -27,90 0,74
17 7,28 -26,36 0,76
18 12,33 -25,65 0,74
19 5,82 -27,90 0,75
20 6,71 -27,10 0,71
21 6,88 -30,61 0,76
22 5,66 -31,65 0,74
23 7,31 -29,05 0,73
24 7,51 -29,01 0,76
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