Jodo Miguel Rodrigues Costa

A consociacao de espécies como ferramenta para a
otimizacao do uso do ferro

@ UAlgFct

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Dissertacao para obtencdo do Grau de Mestre em Hortofruticultura

2021



@ UAlgFcT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
Universidade do Algarve
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Mestrado em Hortofruticultura
Ano letivo 2020/2021

A consociacao de espécies como ferramenta para a
otimizacao do uso do ferro

Dissertacao
Orientador: Professor Doutor Pedro José Correia

Discente: Jodo Miguel Rodrigues Costa

2021



A consociacao de espécies como ferramenta para a otimizacao
do uso do ferro

Declaracdo de autoria de trabalho

Declaro ser o autor deste trabalho, que é original e inédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no texto e constam da listagem de referéncias
incluida.



© Jodo Miguel Rodrigues Costa

“A Universidade do Algarve reserva para si o direito, em conformidade com o
disposto no Cddigo do Direito de Autor e dos Direitos Conexos, de arquivar, reproduzir
e publicar a obra, independentemente do meio utilizado, bem como de a divulgar através
de repositorios cientificos e de admitir a sua cdpia e distribuicdo para fins meramente
educacionais ou de investigacdo e ndo comerciais, conquanto seja dado o devido credito
ao autor e editor respetivos”



A consociacao de espécies como ferramenta para a otimizacao
do uso do ferro

A0 meu pai, este
trabalho é também fruto da tua vida.

v



Agradecimentos

Ninguém vence sozinho, nem no campo, nem na vidal
(Papa Francisco)

Esta dissertacdo do mestrado nada seria sem o contributo precioso de varias
pessoas. Desde ja 0 meu obrigado!

Primeiramente um agradecimento profundo ao Doutor Professor Pedro Correia
por toda a disponibilidade, ajuda e preocupacdo. Muito obrigado pelas suas valiosas
correcdes e ideias, mas também pela sua simplicidade e proximidade que sempre me
colocaram completamente a vontade.

A mestre Teresa Saavedra pela simpatia e por todo o apoio imprescindivel, sem o
qual ndo conseguiria de algum modo terminar este trabalho. Obrigado por todo o
conhecimento transmitido, pela constante disponibilidade e pelo acompanhamento
personalizado em todas as etapas da dissertacdo. Muito obrigado, Teresa.

A minha familia e & Rita por todo o apoio e compreensdo que demonstraram ao
longo deste percurso. Foram a minha motivacdo e 0 meu suporte nos momentos mais
dificeis.

Ao0s meus amigos, pelas inimeras palavras de apoio e de estimulo.

E por fim o meu agradecimento os meus colegas, pelo constante desafio e partilha
de conhecimentos ao longo do mestrado.

Deixo 0 meu carinho e gratidédo a todos!



Resumo

A clorose férrica é um dos problemas agrondmicos mais relevantes na regido do
Mediterraneo, com elevadas prejuizos para as culturas. Face a esta caréncia, as plantas
dividem-se em duas estratégias para solucionar este problema: Estratégia | ou estratégia
de reducéo (dicotiledoneas) e estratégia Il ou estratégia complexante (gramineas). Nesta
ultima, os fitosideroforos séo excretados pelas raizes e ddo origem a complexos estaveis
de Fe, facilitando a sua absor¢do. Desenvolveu-se entdo, um ensaio com uma consociacdo
entre Poa pratensis L. (nome comum: cabelo-de-cdo-de-colmo-liso) (estratégia I) e
Brassica oleraceae var. italica Plenck (nome comum: couve-brocolos) (estratégia I1), de
forma a testar a hipdtese da horticola conseguir beneficiar da formacao destes complexos
gerados pela graminea. Este contemplou 6 modalidades, com 3 concentracdes diferentes
de Fe na solucdo nutritiva (FeO, Fel e Fe5), cada concentracdo tinha: uma repeticdo em
consociagéo (P. pratensis + B. oleraceae) e outra em monocultura (B. oleraceae), ambas
em sistema hidropdnico. Foram registados valores de SPAD (posteriormente convertidos
em clorofila total), de atividade enzimatica do quelato de Fe(lll)-redutase (QFR) e de
parametros de fluorescéncia e de biomassa. Os dados obtidos sugerem que os complexos
de Fe formados ficaram disponiveis a absorcao da horticola, melhorando assim a absor¢édo
de Fe pela raiz. De forma a complementar este primeiro ensaio, realizou-se um segundo
ensaio onde se testou a aplicacdo de dois extratos: um da parte aérea da P. pratensis e
outro da parte radicular também da P. pratensis, numa horticola em hidroponia com
diferentes concentracdes de Fe. Ao longo do ensaio foram realizadas 4 pulverizacdes a
parte aérea num total de 20 ml de extrato por planta, logo ap6s os primeiros sintomas de
clorose férrica. Novamente, foram registados os valores de SPAD e de biomassa final. Os
dados obtidos revelam um efeito ligeiramente positivo, mas transitorio, consoante a
modalidade. Tudo isto indica que mediante o contexto agronémico, a utilizacdo de
consociagdo com gramineas pode substituir em parte a quantidade de quelatos aplicados

nas culturas.

Palavras-chave: “clorose férrica”; “consociacao”: “fitosiderdforos”; “bioestimulante”
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Abstract

Iron chlorosis is one of the most relevant agronomic problems in the
Mediterranean region, with serious damage to crops. To cope with this problem, the plants
are divided into two strategies to solve this problem: Strategy | or reduction strategy
(dicots) and strategy Il or complexing strategy (grasses). On this second strategy, the
phytosiderophores are excreted by the roots and produce stable iron complexes,
facilitating its absorption. In order to test the hypothesis of horticultural plants benefiting
from this complexes, an intercropping essay was developed using Poa pratensis L. also
known as Kentucky bluegrass (strategy I) and Brassica oleraceae var. italica Plenck also
known as broccoli (strategy I1). This included 6 treatments, with 3 different
concentrations of iron in the nutrient solution (Fe0, Fel and Fe5). For each concentration
plants were grown in intercropping system (P. pratensis + B. oleraceae) or in
monoculture (B. oleraceae), both in hydroponic system. Values for SPAD (later
converted to total chlorophyll), enzymatic activity of iron chelate reductase, fluorescence
and biomass parameters were recorded. The data obtained revealed that the formed iron
complexes were available to the dicot uptake, thus improving root iron uptake. In order
to complement this first essay, a second experiment was established to test the application
of two extracts: one from the aerial part of P. pratensis and the other from the root part
also from P. pratensis, on B. oleraceae‘s plants grown in hydroponics with different Fe
concentrations. On this assay, 4 foliar sprays were done, totaling 20 ml of extract per
plant, after the first symptoms of iron chlorosis. Again, SPAD and final biomass values
were recorded. The data obtained revealed a positive but transitory effect, depending on
the treatment. It is possible to conclude that, depending on the agronomic context, the use

of intercropping with grasses can partly replace the amount of chelates used on crops.

99, ¢ 99, <C
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1.Introducao

O ferro (Fe) é um elemento fundamental em inimeros processos metabdlicos e
representa um importante constituinte celular em diversos organismos. O ferro é o quarto
elemento mais abundante na litosfera e apesar das necessidades nutricionais das plantas
serem reduzidas relativamente a este nutriente, é bastante frequente a sua deficiéncia no
panorama da nutri¢do vegetal, revelando-se um problema agronémico recorrente (Pestana
et al.,, 2011). Na populacdo humana, a deficiéncia deste nutriente causa diversos
problemas a nivel nutricional, tais como a anemia, que em 2002 afetava cerca de 30 % da
populagéo (Hell & Stephan, 2003).

Assim, a caréncia deste micronutriente nas plantas ndo é um problema meramente
agronoémico, dadas as sérias complicagcdes em toda a cadeia alimentar a jusante, visto que
as culturas agricolas sdo uma das fontes mais importantes de Fe para 0 mundo animal
(Hell & Stephan, 2003).

Na nutricdo vegetal, o Fe esta classificado como um micronutriente e participa em
varios processos bioquimicos, tais como a fotossintese, a respiracao, bem como a fixacao
do azoto atmosférico. Através da sua capacidade de alteracdo do seu estado de oxidacao,
uma vez que é um metal de transicdo, possibilita a reducdo dos ides nitrato e a formacéo
de alguns complexos octaédricos, como acidos organicos e fosfato inorganico (Pestana et
al., 2014).

A sua biodisponibilidade para as plantas estd condicionada pelo solo e seus
constituintes minerais, pelo potencial redox deste, pelo pH da solugdo do solo, pela
concentracdo de reagentes e até pela atividade vegetal e microbiana (Schwertmann,
1991).

Dada a sua importancia em toda biologia vegetal, a caréncia de Fe na planta
provoca inimeras desvantagens do ponto de vista produtivo, desde menores produces a
diminuicdo de qualidades organoléticas, portanto, a sua indisponibilidade é indesejavel
no contexto agricola (Rombola & Tagliavini, 2006). Atualmente, o combate a este
desequilibrio nutricional é efetuado essencialmente através da aplicacdo de quelatos

sintéticos, quer no solo quer foliarmente (Cesco et al., 2006).



A utilizacdo destes quelatos sintéticos produz um impacto ambiental negativo
(contaminacgOes de aguas subterraneas) para além dos seus elevados custos, portanto hé a
necessidade de obter alternativas (Pestana et al., 2003). Dentro destas possibilidades
podem enquadrar-se a escolha de variedades com mecanismos melhorados na captacao
de Fe, obtidas via melhoramento tradicional de plantas ou organismos geneticamente
modificados; a aplicacdo de matéria organica adequada as condi¢des (Lucena, 2006); a
aplicacdo de filtrados bacterianos constituidos por sider6foros (Ferreira et al., 2019) e a

utilizacdo da consociacdo com gramineas, aproveitando da estratégia redutora desta.

Diversos estudos apontam para que as gramineas, em condicGes deficientes em
Fe, através da secre¢do de fitosiderdforos para a rizosfera, aumentam a disponibilidade
deste nutriente no solo, beneficiando a outra espécie de interesse agronémico, no caso de
uma consociacao (Cesco et al., 2006; Dai et al., 2018; Dai et al., 2019; Michel et al., 2019;
Sadeghzadeh et al., 2021). Deste modo, o aproveitamento desta estratégia em
determinados contextos pode representar um caminho alternativo ao uso isolado de
quelatos, geralmente recurso Unico para contrariar a caréncia de Fe nas culturas,
protegendo, assim, o ambiente e beneficiando a prépria estrutura econdémica das

exploracdes agricolas.



2. Objetivos

Como principal objetivo deste trabalho pretendeu-se estudar a consociagdo de
espécies com diferentes estratégias de combate a caréncia férrica. Mais especificamente,
pretendeu-se avaliar se numa consociagéo entre uma espécie horticola (estratégia I) e uma
graminea (estratégia 1) em sistema hidroponico, existe um incremento da absorcéo e
assimilacdo de Fe pela planta horticola, favorecidos pela estratégia complexante da

graminea.

Foram realizados dois ensaios (I e 1) em sistema hidropénico. Em ambos foi
possivel estabelecer e aperfeicoar um protocolo de analise de estudo de consociacdo de
espécies, em sistema hidropdnico, como objetivo subjacente ao trabalho.

No primeiro ensaio, 0 objetivo consistiu em avaliar se numa consociacao entre
uma espécie horticola (estratégia |I) e uma graminea (estratégia II) em sistema
hidropdnico, existe um incremento da absorcéo e assimilacdo de Fe pela planta horticola,

favorecidos pela estratégia complexante da graminea.

No segundo ensaio, 0 objetivo consistiu em avaliar o efeito da aplicagéo foliar de
extratos obtidos a partir ou das raizes ou da parte area da graminea P. pratensis no
crescimento da B. oleraceae submetidas a diferentes concentracdes de Fe na solucao.
Espera-se que 0s compostos eventualmente presentes em cada um dos extratos de
composicdo quimica diferente funcionem como um bioestimulante, permitindo a
mobilizacdo de Fe (enddgeno ou assimilado da solucdo) atuando na recuperagdo de
situacOes de caréncia de Fe, e assim avaliar se na composicao destes extratos existe algum
metabolito capaz de realizar este processo de mobilizacdo, complementando deste modo

0s possiveis resultados do ensaio I.

Em ambos os casos, procurou-se clarificar e enquadrar as vias bioguimicas
envolvidas na dindmica particular do Fe, como ponto de partida para aplicar e extrapolar

para realidade agrondémica (consociagdo em solo).



3. Reviséo Bibliografica
3.1 Ferro no solo

A reserva mineral dos solos funciona como fonte priméria de nutrientes. No caso
do Fe, este esta presente sobretudo nos minerais ferromagnesianos (piroxenas, olivinas,
anfibolas e biotite). Através de processos de meteorizacdo dos minerais, este nutriente é
libertado na sua forma idnica Fe?* e é rapidamente precipitado na forma de Oxidos e
hidréxidos, tais como a hematite, sobejando apenas uma pequena percentagem para ser

adsorvido no CTC e na matéria organica (Pestana, 2000).

A biodisponibilidade do Fe, presente na solucdo de solo, estd muito condicionada
pelo solo e seus constituintes minerais, pelo potencial redox deste, pelo pH da propria
solucdo, pelas condigdes fisicas do solo (temperatura, aerificacdo), pela concentracao de

reagentes e pela atividade vegetal e microbiana (Schwertmann, 1991).

Tudo isto resulta numa quantidade total de Fe varidvel entre 0,02 % em solos
arenosos até 10 % em solos ferraliticos, todavia o Fe sollvel e consequentemente
disponivel para as plantas apresenta valores muito inferiores quando comparados a
totalidade (Chen & Barak, 1982).

3.2 Dindmica do Fe na planta e transporte raiz - parte aérea

Tal como ja foi referenciado, o Fe participa em inimeros processos metabdlicos
cruciais para sobrevivéncia das plantas, contudo este elemento apresenta uma baixa
mobilidade dentro da planta, sendo fulcral o conhecimento de toda sua cadeia de
transporte ap6s absorcdo radicular (Figura 3.1). Particularmente nas dicotiledoneas, o
enzima Quelato de Fe(l1l)-redutase (QFR) EC. 1.16.1.7, que diminui a sua atividade em
pH superior a 6,5, reduz este elemento na membrana plasmatica a Fe(ll). J& no simplasto
do sistema radicular, este sofre oxidagdo e forma um complexo Fe(lll)-citrato, sendo
transportado nesta forma ao longo do xilema até a parte aérea. Aqui o Fe libertado é
novamente reduzido e por fim, o Fe(ll) € novamente complexado pela nicotianamina no
citoplasma, onde é distribuido para participar nos variados processos metabolicos
(Pestana et al., 2003; Pestana, 2000).
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Figura 3.1 Modelo descritivo do transporte em dicotileddneas do nutriente ferro, desde a
parte radicular até a parte aérea. O Fe ** é reduzido na membrana plasmaética a Fe*. Ja no
simplasto do sistema radicular, este sofre oxidacdo e forma um complexo Fe(l1l)-citrato,
sendo transportado nesta forma ao longo do xilema até a parte aérea. Fonte: Pestana
(2000)

3.3 Estratégia redutora e complexante

As plantas quando sujeitas a deficiéncia de Fe podem ser reunidas em dois grupos
(Figura 3.2) (Pestana et al., 2014):

e Estratégia | ou estratégia redutora, presente na maior parte das espécies agricolas,
em que se verifica 0 aumento da atividade da QFR e a excrecdo de compostos
fenolicos a nivel radicular na tentativa de acidificacdo do meio envolvente;

e Estratégia Il ou complexante, a qual inclui as plantas gramineas.

As plantas agrupadas na estratégia I libertam protdes, de forma a acidificar a rizosfera
(efeito residual em solos calcarios) e aumentam a atividade do enzima QFR, estimulando
a formacdo generalizada de &pices secundarios curtos para que seja mais provavel a

entrada de ferro na planta (Bocchini et al., 2015).



Ja as gramineas, plantas de estratégia I1, respondem a baixos niveis de Fe na solugéo
de solo libertando fitosider6foros, compostos muito estaveis e com elevada afinidade para
0 Fe mesmo em formas insol(veis e em meios alcalinos, como séo os solos de origem
calcaria. Estes solubilizam o Fe e formam complexos que depois sdo absorvidos pela
planta. Em solos calcéarios, as plantas da estratégia Il ttm maior capacidade de captacao
de Fe, visto 0s seus mecanismos de resposta a caréncia de Fe ndo estarem tdo dependentes
do pH e da concentracdo de bicarbonatos, ao contrario das plantas de estratégia I. Estes
complexos de fitosideroforos com Fe(lll) podem ser imobilizados por dicotiledoneas,
(Bocchini et al., 2015; Cesco et al.,, 2006). Apesar da adsorcdo de Fe por parte
fitosiderdforos ser afetada por pH elevado, a estratégia | € a mais condicionada por este
fator em comparagédo com a estratégia I1, dada as condigGes ndo-redutoras do Fe3* nestas
condicdes, revelando assim que as dicotileddneas sdo mais sensiveis a caréncia férrica

que as gramineas (Tsai & Schmidt, 2017).

Strategy | Strategy Il
93 E; PS— (T =2=1) —Ps
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Figura 3.2 Representacao da estratégia | (esquerda), definida pelo incremento da acdo do
enzima QFR que reduz o Fe®* a Fe?* e ainda com a libertacio de protdes para rizosfera,
na tentativa de a acidificar; e da estratégia Il (direita), com a libertacdo de exsudados
radiculares, incluindo fitosideréforos, que complexam o Fe?*, presentes na rizosfera e de
seguida entram na raiz por transportadores especificos. Fonte: Dey et al. (2020)
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3.4 Clorose férrica e implicagGes agronomicas

A combinacdo de determinados contextos desfavoraveis sobretudo nos fatores
inerentes a biodisponibilidade de Fe no solo, resultam em dificuldades acrescidas a
solubilizacdo de dxidos férricos e consequentemente a deficiente assimilagdo do Fe idnico
a partir da solucdo de solo, levando a que as plantas apresentem deficiéncia neste

elemento, processo conhecido como clorose férrica (Pestana et al., 2014).

Na regido mediterranica, a clorose férrica é causada pela diminuta quantidade de
Fe disponivel no solo, consequéncia da répida formacdo de dxidos de Fe muito pouco
sollveis e sobretudo pela acdo do ido bicarbonato, abundante em solos calcarios,

resultante da dissolucdo do carbonato de calcio (Equacéo 1) (Pestana et al., 2003).
EQ 1: CaCO3 + CO2 + H20 <=> Ca?+ + 2HCO3"

Este, dado o seu elevado poder tampdo, anula os protGes e algumas enzimas
necessarias a solubilizacdo dos Oxidos férricos (Equagdo 2), impedindo assim, a
assimilacdo de Fe®" nas plantas (Pestana et al., 2014; Rémheld & Marschner, 1986).

EQ2: Fe(OH); + 3H+ <=> Fe3* + 3H,0

A clorose férrica evidencia-se nas folhas mais jovens, dada a baixa mobilidade do
Fe na planta, com um amarelecimento do limbo a excecdo das nervuras que permanecem
esverdeadas (Figura 3.3), resultado de uma diminuicdo das clorofilas e um aumento
relativo dos carotenoides (Abadia, 1992). Ao nivel radicular, a resposta a clorose férrica
nas dicotiledoneas, inicia-se com um incremento da lateralizacdo e formacao de raizes
secundarias, posteriormente ocorre um aumento do diametro das raizes e por fim uma
subida da atividade do enzima QFR (Jiménez et al., 2019).



Figura 3.3 Sintomas tipicos de caréncia de Fe, com o0 amarelecimento do limbo das folhas
novas a exce¢do das nervuras que permanecem verdes, em diferentes espécies (da
esquerda para direita: morangueiro, alfarrobeira, porta-enxerto de citrinos). Fonte: “O
ferro, novos desafios para uma producdo agricola sustentavel”, de Pestana & Correia
(2019) (disponivel em https://vozdocampo.pt/2020/08/13/0-ferro-novos-desafios-para-
uma-producao-agricola-sustentavel/, acedido em 18 de janeiro de 2021)

Nas culturas fruticolas e horticolas, esta deficiéncia conduz a uma reducéo do
vigor das plantas, a perda de qualidade do fruto e a uma diminuicdo da producao total,
quer pelo menor namero de frutos produzidos, quer pela diminuicdo do calibre dos
préprios frutos, evidenciando o papel do Fe em alguns dos mais importantes processos
metabdlicos vegetais, como a fotossintese e a respiracdo (Rombola & Tagliavini, 2006).
A clorose férrica também afeta a eficiéncia do fotossistema Il, comprometendo deste
modo a fase fotoquimica da fotossintese, e especificamente em estados cloréticos mais

avancados este efeito é irreversivel (Morales et al., 1991).

A perda de producéo devido a clorose férrica esta bem documentada em inUmeras
culturas, especialmente em contexto de solos calcarios. Particularmente, os citrinos e a
soja sdo altamente suscetiveis a caréncia de Fe, seguidos das prundideas, das uvas, dos
kiwis e dos mirtilos (Rombola & Tagliavini, 2006; Vose, 1982).

Inclusive, ao nivel da deterioracdo da qualidade de fruto, estdo identificadas
inimeras correlagdes com a clorose férrica, tais como diminuicdo de calibre, perda de
firmeza e o desequilibrio de fendis e acidos organicos (Michel et al., 2019; Rombola &
Tagliavini, 2006).


https://vozdocampo.pt/2020/08/13/o-ferro-novos-desafios-para-uma-producao-agricola-sustentavel/
https://vozdocampo.pt/2020/08/13/o-ferro-novos-desafios-para-uma-producao-agricola-sustentavel/

3.4 Correcéo da clorose férrica

Face a este stress nutritivo existem diversas solugdes preventivas/minorativas tais
como escolha de porta-enxertos e/ou de genoOtipos tolerantes a clorose férrica,
enriquecimento dos solos com matéria organica, especialmente de estrume de bovino,
como estimulante de crescimento radicular e de atividade microbiana, esta melhora ainda
a estrutura do solo, estimulando assim a troca gasosa do solo, reduzindo a acumulacéo de
CO2 e assim diminuindo a formagdo de bicarbonatos (Lucena, 2003). Existem ainda
outras alternativas com pouca expressividade derivada das suas limitacdes, como a
aplicacdo de sangue dessecado ou a injecdo de Fe no tronco (Rombola & Tagliavini,
2006). Atualmente existem desenvolvimentos cientificos no sentido da utilizacdo de
filtrados bacterianos compostos por sideréforos (Ferreira et al., 2019) e também da

utilizacdo de analogos sintéticos de dcidos mugineicos (Suzuki et al., 2021).

O combate a clorose férrica é efetuado maioritariamente pela aplicacdo de
quelatos de Fe ao solo ou foliarmente. Estas aplicacGes acarretam diversas desvantagens,
tais como os elevados custos, os efeitos temporarios de alguns compostos instaveis
(citrato de Fe, Fe-EDTA, Fe-HEDTA), com pouca viabilidade em solo calcério e 0s
perigos ambientais e sanitarios devido a lixiviacdo dos compostos mais estaveis (Fe-
EDDHA, Fe-EDDHMA) (Cesco et al., 2006).

Com o objetivo de procurar de novas alternativas mais sustentaveis surge a
consociacdo com gramineas (Rombola & Tagliavini, 2006). A consocia¢do de plantas é
uma pratica agricola que envolve duas ou mais espécies, a crescer e coexistir no mesmo
espaco, onde uma das espécies vegetais € dominante. Esta técnica ja antiga e ainda com
alguma expressdo na agricultura de subsisténcia, est4 colocada atualmente, & margem da
agricultura moderna, apesar das grandes potencialidades nos diversos campos

agrondmicos e ecoldgicos (Brooker et al., 2015; Dai et al., 2018).

As gramineas, que muitas vezes sdo denominadas como inimigas das culturas no
contexto de uma exploracéo, podem tornar-se auxiliares neste controlo da clorose férrica,
dada a sua estratégia intrinseca de combate a caréncia de Fe que pode ser aproveitado

pelas culturas, poupando, desta forma, investimentos em herbicidas e em quantidades



superiores de quelatos sintéticos, em mao-de-obra com desmatacGes e respetivos

subsidios energéticos.

Diversos estudos desenvolveram ensaios em vaso e em hidroponia, de
consociagdes onde os fitosiderdforos libertados pelas gramineas facilitavam a captacdo
de Fe (Cesco et al., 2006; Dai et al., 2018, 2019; Michel et al., 2019; Sadeghzadeh et al.,
2021).

Em casos de consociagdo entre uma dicotileddénea e uma graminea, existem
indicadores de que as plantas de estratégia | se aproveitam da estratégia complexante das
gramineas, melhorando assim a sua nutricao férrica. A libertacdo de fitosiderdforos por
parte da graminea aumentam a disponibilidade de Fe na solucdo de solo, facilitando a

absorcdo deste e diminuindo ou atrasando os efeitos da clorose férrica na dicotiledonea.

3.5 Caraterizacdo dos fitosider6foros

Os fitosiderdforos sdao aminoacidos secundarios de baixa massa molecular que
funcionam como quelantes naturais, complexando o Fe e outros metais como Mn, Zne o
Cu, disponibilizando-os a planta via transportadores especificos (Conte & Walker, 2011;
Curie et al., 2001; Dey et al., 2020).

Estes estdo agrupados em diferentes familias como os acidos mugineicos, 0s
acidos avénicos, os acidos disticonicos e as nicotianaminas (Kratena et al., 2021) e
comecam a ser libertados a um ritmo constante apés iniciar-se o fotoperiodo (Rémheld
& Marschner, 1986).

Os acidos mugineicos sdo os fitosider6foros com maior expressao em situacdes
de caréncia de Fe, estes ttm como precursor a nicotianamina que resulta da condensacéo
de 3 moléculas S-adenosil-metionina (Conte & Walker, 2011). Assim a nicotianamina,
para alem de estar intimamente ligada a translocacdo do Fe na planta, é também um
importante precursor para formagdo dos acidos mugineicos (Figura 3.4), essenciais a

estratégia complexante das gramineas (Takahashi et al., 2003; Yoneyama, 2021).

A libertacdo de fitosideroforos parece estar diretamente correlacionada com a

concentracéo de Fe nas plantas, sendo regulada por “sensores” localizados nas folhas e
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nas raizes que consoante a presenca ou auséncia de Fe, ativam ou desativam a biossintese

destes compostos e a sua libertacdo (Mimmo et al., 2014; Schmidt, 2003).

L- methionine
l( SAM
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S-adenosylmethionine
(SAM)
NAS
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N’ NH NH,
nicotianamine
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N NH o
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2'-deoxymugineic acid
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Figura 3.4 Processo de biossintese dos acidos mugineicos, uma das familias de
fitosideréforos com maior relevancia, onde é evidenciado a importancia da nicotianamina
na formacdo destes aminoacidos. Fonte: Takahashi et al. (2003)

3.6 Bioestimulantes

Cada vez sao mais notdrias as dificuldades em aumentar as produtividades face
ao aumento da populacdo mundial e consequente consumo de produtos agricolas, ainda
mais com a diminuicdo de terra aravel para cultivo e com a aproximacdo aos limites
maximos de potencial genético das culturas (Povero et al., 2016). Existe, portanto,
urgéncia em produzir mais com menos, aumentando as produtividades sem comprometer
0 ambiente, assim os bioestimulantes podem desempenhar um papel crucial nesta matéria
(Carvalho & Vasconcelos, 2013).

Os bioestimulantes sdo produtos que contém substancias e/ou microorganismos
que estimulam os processos naturais nutricionais das plantas, desenvolvendo inumeros
beneficios tais como um aumento da absorcdo de nutrientes e da sua eficacia, uma maior

tolerancia a stress variados, uma quebra de dorméncia, um incremento da atividade
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fotossintética e suas consequéncias e um aumento da qualidade e da produtividade da
cultura (Ricci et al., 2019). Estes podem ter diferentes origens desde compostos
resultantes da atividade agro-industrial, a substancias himicas, a culturas microbianas, a

extratos de algas (Ferreira et al., 2019; Paradikovi¢ et al., 2019; Saavedra et al., 2020).

Assim, bioestimulantes com diferentes composi¢cbes podem explorar vias
bioquimicas vegetais completamente diferentes e alternativas a processos ja existentes,
representando solucdes viaveis ao procedimento convencional (Paradikovi¢ et al., 2019;
Van Oosten et al., 2017).
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4. Material e Métodos

4.1 Ensaio |

Este ensaio foi realizado na estufa de vidro localizada no Horto da Universidade
do Algarve, no campus de Gambelas, desde 12 de novembro de 2020 até 18 de dezembro
de 2020. De modo a cumprir 0s objetivos definidos, para horticola utilizaram-se plantas
de couve-brocolos (Brassica oleraceae var. italica Plenck), provenientes de viveiro, e
para a graminea utilizou-se uma espécie da familia Poaceae, cabelo-de-céo-de-colmo-liso
(Poa pratensis L.). Estas plantas foram obtidas por sementeira em vermiculite, sendo
regadas com solucdo de Hoagland a meia forca, ap6s a sua germinacao.

De seguida, quando as gramineas apresentavam cerca de 5 cm de altura média
foram transferidas em conjunto com a horticola, na propor¢éo de 4 alvéolos da graminea
para 1 alvéolo da horticola (modalidades de intercropping), para um copo com orificios
localizado em caixas de plastico opacas de 12 L (Figura 4.1), em regime hidropdnico com
solucdo de Hoagland e com diferentes concentracbes de Fe, estabelecendo-se seis

modalidades apresentadas na tabela 4.1.

Tabela 4.1 Descricdo das seis modalidades constituintes do ensaio I.

Tratamento de Fe Consociagao Modalidade
B. oleraceae (controlo) MC-Fe0
e0 P. pratensis + B. oleraceae IC-Fe0
B. oleraceae (controlo) MC-Fel
el P. pratensis + B. oleraceae IC-Fel
B. oleraceae (controlo) MC-Fe5
e P. pratensis + B. oleraceae IC-Fe5
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Figura 4.1 A- Disposic¢éo do ensaio | na estufa de vidro, no dia 12 de novembro de 2020
(data de inicio do ensaio). Cada caixa € representativa de uma modalidade, sendo que
cada uma destas apresenta 6 repeticdes. Cada conjunto de duas caixas € apoiado por uma
bomba de agua que assegura o arejamento da solugdo; B — modalidade MC-Fe0; C —
modalidade IC-Fe0; D — modalidade MC-Fe5; E — modalidade MC-Fel; F — modalidade
IC-Fel; G — modalidade IC-Fe5.
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Cada caixa representativa de cada uma das modalidades apresentava 6 repeticdes
de cada tratamento. Nas modalidades de monocropping, o suporte da B. oleraceae era
efetuado através de um pedago de esponja, enquanto nas modalidades de intercropping
este era assegurado por um copo com fendas que permitia o desenvolvimento radicular
(Figura 4.2). Em ambos 0s casos, as raizes estavam submersas na solucdo nutritiva

presente na caixa.

Figura 4.2 Estrutura de suporte das plantas utilizada no ensaio I, em hidroponia: A —copo
de suporte com fendas para as modalidades de intercropping; B — circulo de esponja para
suporte para modalidades de monocropping.

A solucdo nutritiva utilizada neste ensaio foi a de Hoagland, realizada com agua
desmineralizada e com as seguintes concentracbes de macronutrientes (mM): 5,0
Ca(NOs3) 2.4H,0, 5,0 KNO3z, 1,0 KH2PO4, 2,0 MgS04.7H20, e micronutrientes (uM): 46,0
H3BOs, 0,8 ZnS04.7H20, 0,4 CuS04.5H20, 9,0 MnCl2.4H20 e 0,02 MoOs. Nas
modalidades com Fe (Fel e Fe5), este foi adicionado na forma Fe-EDDHMA em duas
concentragfes (ml/l) 0,1 e 0,5, respetivamente. Apos a preparacdo da solucdo nutritiva
acertou-se os valores de pH para préximo de 6,0 utilizando NaOH (1 N).

O arejamento destas solugdes nutritivas foi garantido por bombas de aquéario
ligadas a um sistema de tubagens, regulado por torneiras de forma a garantir um fluxo de

ar adequado ao nivel radicular. Estes sistemas ndo foram partilhados por modalidades
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com diferentes tratamentos de ferro, a fim de ndo ocorrerem contaminaces. A
monitorizacdo da solucdo nutritiva foi efetuada através de medicGes de pH e da
condutividade elétrica (CE), para efetuar possiveis substituicbes de solugdo, caso 0s
valores de CE diminuissem abaixo de 0,2 dS/m, comparativamente ao valor inicial.
Durante a realizacdo do ensaio foi efetuada uma monitorizacdo quase diaria, a fim
de verificar o correto funcionamento dos sistemas de oxigenagédo e o desenvolvimento

dos parametros acima referidos da solucdo nutritiva (leituras do pH e da CE da solugédo

nutritiva).
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Gréfico 4.1 Registo das temperaturas maximas e minimas, e da humidade relativa média
durante o ensaio I, correspondente ao periodo de 12/11/2020 a 18/12/2020, registadas na
estacdo meteoroldgica automatica do Patacdo. Fonte: Servico de Agrometeorologia —
DRAP Algarve

O grau de clorose das folhas foi estimado 3 vezes por semana, de modo néo
destrutivo através da utilizacdo de um aparelho medidor de clorofila SPAD-502 (Minolta
Co., Japdo). Os valores obtidos foram posteriormente convertidos em concentracao foliar
de clorofila total (umol.m2) utilizando uma curva de calibragdo da clorofila, previamente

estabelecida, analisando os discos foliares que apresentavam diferentes graus de

16



deficiéncia de Fe. A clorofila foi extraida com 100% de acetona na presenca de ascorbato
de sddio (Abadia & Abadia, 1993), de seguida mediu-se através de espetrofotometria a
clorofila (Lichtenthaler, 1987), obtendo-se, por fim, a seguinte equacdo: CHL=
(0,0831*(SPAD)?) + (10,04*(SPAD)) + 67,442 / (R? = 0,953; n=28; p<0.001).

No final do ensaio, em laboratério a temperatura de 25 + 2 °C, foram realizados
protocolos e métodos ja estabelecidos e otimizados, com os seguintes objetivos: | —
avaliacdo da biomassa da B. oleraceae; Il - determinacdo da atividade da quelato de

Fe(lll)-redutase em B. oleraceae; 1l — determinacédo da fluorescéncia da clorofila a

| — Avaliacio da Biomassa da B. oleraceae

No final do ensaio, as amostras dos diferentes drgdos vegetais colhidos (folhas,
caule e raiz) para analise foram lavadas para remover qualquer contaminacdo superficial,
primeiro com detergente ndo ionico (0,1 %), depois com 0,01 M de HCI, posteriormente

com agua corrente e, por Gltimo, enxaguado trés vezes com agua desionizada.

O peso fresco (PF) foi registado para cada amostra e posteriormente as amostras
foram colocadas a secar a 60 °C até peso constante, de forma a ser possivel registar o

peso seco (PS).

Com os valores do peso seco da parte aérea e da parte radicular determinou-se a
razdo entre a parte radicular e a aérea (R/A) usando o seguinte calculo: R/A = PS parte

radicular / PS parte aérea.

Il — Determinacdo da atividade da quelato de Fe(l11)-redutase (QFR) em B. oleraceae

A determinacdo da atividade do enzima QFR (EC. 1.16.1.7) foi calculada em
apices radiculares, no final do ensaio. Utilizou-se um método modificado a partir original
de Bienfait (Bienfait et al., 1983). Este método baseia-se na quantificacdo colorimétrica
do complexo Fe(11)-BPDS (dissulfonato de batofenantrolina) resultante da reducédo do Fe
adicionado na forma de quelato de Fe(IIT)-EDTA (acido etileno diamino tetra-acético).
Na medicdo da atividade dos apices radiculares, cortaram-se apices com 2 cm de
comprimento com um bisturi. As rea¢Ges ocorreram num tubo Eppendorf de 1,5 mL de
capacidade contendo a seguinte composi¢ao: 900 pL de solu¢do de Hoagland a meia forca
e sem micronutrientes, 300 uL. de BPDS, 30 pL de Fe(III)-EDTA e 300 uL de solugao
tampédo MES (acido 2-(N- morfolino)etanossulfonico; pH = 6,0). O tempo de reacéo no

escuro foi ajustado aos diferentes 6rgdos vegetais analisados: 1 h para apices radiculares.
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Em paralelo, foram efetuadas sempre solugdes de controlo (sem material vegetal) de
modo a corrigir possiveis redugdes ndo especificas do Fe. Apds este periodo procedeu-se
a leitura da absorvéancia das amostras a 535 nm num espectrofotometro UV-Visivel. Para
os calculos considerou-se um fator de extingdo de 22,14 mM.cm™. Os resultados

expressam-se em nmol de Fe(I1).min.g™* de peso fresco (PF).

111 — Determinacao da fluorescéncia da clorofila a em B. oleraceae

Alguns parametros da fluorescéncia da clorofila particularmente a eficiéncia do
fotossistema Il (Fv/Fm) e a fluorescéncia basal (Fo) foram obtidos através de um
fluorimetro portatil (Hansatech, Inglaterra) na folha mais nova totalmente desenvolvida,
foram realizadas 6 medicGes para cada modalidade no final do ensaio. Através de umas
molas proprias para medi¢do, realizou-se uma adaptacdo ao escuro durante 20 minutos e
de seguida as folhas foram iluminadas, por fim obteve-se as leituras dos seguintes
parametros: fluorescéncia basal (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel

(Fv) e eficiéncia do fotossistema Il (Fv/Fm).

4.2 Ensaio |l

Este 2° ensaio foi realizado na estufa n°6, localizada no horto da Universidade do
Algarve, no campus das Gambelas, durante o periodo de 20 de maio de 2021 até 5 de
junho de 2021. Ainda no sentido de atingir o objetivo proposto, foi realizada uma
sementeira de Poa pratensis L. (nome comum: cabelo-de-cdo-de-colmo-liso) em
vermiculite, regada com solugdo de Hoagland a meia forca ap6s germinagéo (Figura 4.3).
Seguidamente, ap6s a graminea apresentar uma altura média de 15 cm iniciou-se 0
processo de preparacao dos dois extratos da P. pratensis, um extrato foliar e um extrato

radicular.

18



Figura 4.3 Fotografia pds-germinacédo da P. pratensis em vermiculite, nos alvéolos.

Este processo de preparacdo iniciou-se com uma pré-lavagem das plantas para
remocdo da vermiculite e de outros residuos, depois foi separada a parte aérea, da parte
radicular. De seguida, foi pesada respetivamente 100 g da parte aérea e da parte radicular,
e foram adicionadas a cada uma destas 1000 ml de dgua desionizada, seguidamente, estas
duas misturas foram cada uma triturada recorrendo a uma trituradora. Os triturados
passaram primeiro por um crivo de 0,2 mm, depois por um pano fino para eliminar
residuos e por fim foi realizado uma filtragem em vacuo. Por fim, as duas modalidades
de extratos foram congeladas a -20 °C, constituindo assim dois extratos diferentes, um

extrato foliar e outro extrato radicular (Figura 4.4).

O sistema hidropdnico foi similar ao do primeiro ensaio. Utilizaram-se sete caixas
de plastico opaco de 12 L, cada uma com 6 plantas de couve-brocolos (Brassica oleraceae
L. var. italica) constituindo 6 repeticbes para as 7 modalidades distintas, tal como
apresenta-se na tabela 4.3. Foi necesséria, ainda, a colocacdo de papel de aluminio nas
caixas, em resposta as temperaturas registadas naquele periodo (grafico 4.2), de modo a
atenuar as elevadas temperaturas no interior da estufa e assim evitar a0 maximo o

aquecimento da solugéo nutritiva.
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Figura 4.4 Resultado final do processo de producdo dos extratos: a esquerda, o extrato
foliar e a direita, o extrato radicular.
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Grafico 4.2 Registo das temperaturas maximas e minimas, e da humidade relativa média
durante o ensaio Il, correspondente ao periodo de 20/5/2021 a 5/6/2021, registadas na
estacdo meteoroldgica automética do Patacdo. Fonte: Servigo de Agrometeorologia —
DRAP Algarve

Ap0s o estabelecimento da cultura no sistema hidropénico, ao fim do sexto dia
com o aparecimento dos primeiros sintomas de clorose férrica, iniciou-se as leituras de
SPAD intervaladas com as pulverizacdes com o0s respetivos extratos, tal como esta
indicado na tabela 4.4. Estas pulverizagdes eram efetuadas sempre de manha no total de

20



5 ml de extrato por planta, 30 ml de extrato por caixa, anterior a estas era adicionado um
molhante Genapol, na concentracdo de 0,5 ml/I. Estas aplicagdes foram repetidas 4 vezes,
perfazendo um total de 20 ml do respetivo extrato por planta, no total do ensaio.

Tabela 4.2 Modalidades e respetiva designagdo do ensaio 11

Modalidade Designacéo
FeO FeO

Fe0 + Pulverizacdo com extrato foliar FeO+PEF

Fe0 + Pulverizacdo com extrato radicular | FeO+PER
Fel Fel

Fel + Pulverizacdo com extrato foliar Fel+PEF

Fel + Pulverizacdo com extrato radicular | Fel+PER
Fel0 Fel0

Tabela 4.3 Programacéo diaria das pulverizacGes com os extratos e medi¢fes de SPAD

Dias 1(2(3/4|5/6|7|8]9]10|11(12|13|14|15]|16
Leitura SPAD | X X X X X X X[ XX
Pulverizacéo X X X | X

Como solugdo nutritiva base foi novamente usada a de Hoagland com as
concentracdes ja descritas acima para as modalidades correspondentes, com uma Unica
diferenca na modalidade Fel0 que apresentava uma concentracdo de Fe-EDDHMA de 1
ml/l. Seguiu-se 0 mesmo procedimento adotado no Ensaio I, com o acerto dos valores de

pH proximo de 6,0. O sistema de arejamento foi idéntico ao utilizado no Ensaio I.

A monitorizacdo da solucdo nutritiva foi, igualmente, efetuada atraves de
medicdes de pH e da condutividade elétrica, para efetuar possiveis substituices de

solugéo, caso os valores de CE diminuam 0,2 dS/m, comparativamente ao valor inicial.
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Tal como procedido no ensaio I, foi necessaria uma monitorizacéo diaria para
verificar o correto funcionamento dos sistemas de arejamento e a ndo degradacdo da
solugdo nutritiva, atraves de leituras do pH e da CE. Neste contexto, foi ainda necessario
0 registo do SPAD da parte aérea da horticola e também a realizacdo do tratamento com
0s extratos correspondentes as modalidades, nos intervalos de tempo programados.

De modo a interpretar a possivel acdo bioestimulante dos extratos, realizou-se a
andlise destes extratos quanto a capacidade quelante de Fe (l1), ao teor de fendis totais e
a proteina soltvel. Para cada extrato e cada factor executou-se 5 repeticdes.

A capacidade quelante de Fe (Il) foi calculada através do metodo de Carter
(Carter, 1971). Os extratos (100 ml) foram incubados separadamente no escuro com 100
ml de FeCl> (2 mM) e 3,7 ml de metanol a pH 4,75. Seguidamente, foram adicionados
100 ml de ferrozine (5 mM) e a absorvancia foi lida (562 nm) ap0s a mistura ter atingido
0 equilibrio (10 min a temperatura ambiente, 25 £ 2 °C). A percentagem de inibicdo da
formagéo do complexo ferrozine-Fe (1) foi calculada utilizando a equagé&o: Inibicéo (%)
= [1 - (AExt / A0)] 100, onde AOQ representa a absorvancia do controlo e AExt a
absorvancia na presenca do extrato.

O total de compostos fenolicos foi determinado de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu (Vernon & Rudolf, 1999). SolucGes dos extratos (0,5 ml) foram misturadas
com uma diluicdo de dez vezes do reagente Folin-Ciocalteu (2,5 ml) e incubadas por 2
min a temperatura ambiente (25 + 2 °C), antes da adicdo de carbonato de Na (2 ml, 7,5%
p / v). A absorvancia da solu¢do foi medida em 765 nm ap06s repouso de 30 min a
temperatura ambiente (25 + 2 °C). O resultado foi expresso como equivalentes de acido
galico (GAE= mg de &cido galico/litro de extrato).

A proteina soluvel total foi calculada pelo método de Bradford (Bradford, 1976),
usando BSA como padrdo. Os resultados foram expressos em pg por ml de proteina
desnaturada em solugéo.

No final do ensaio a semelhanca do ja realizado em I, em laboratorio a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C), foram realizados protocolos e métodos ja estabelecidos e
otimizados, com 0s seguintes objetivos: | — avaliagdo da biomassa; Il — quantificacéo da

clorofila total. Todos estes métodos e protocolos ja foram acima descritos no Ensaio I.

4.3 Analise Estatistica
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Todos os dados recolhidos ao longo do ensaio foram analisados estatisticamente
no programa R versdo 4.1.0. Para os diferentes dados foram efetuadas exclusivamente
andlises de variancia simples (One-way Anova), com uma variavel independente
(modalidades) sobre uma variavel dependente (concentracdo de clorofila total; atividade
da QFR; volume da raiz; pf raiz; ps raiz; n° de folhas total; n° de folhas novas; n° de folhas
velhas; pf folhas novas, pf folhas velhas; ps folhas novas; ps folhas velhas; altura; pf
caule; ps caule; diametro caule; PR/PA,; eficiéncia do fotossistema Il; fluorescéncia
basal), e ainda uma comparacdo das médias pelo teste de Tukey, com intervalo de

significancia de 95%.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Ensaio |

5.1.1 Clorofila nas folhas novas na B. oleraceae L.

Dada a baixa mobilidade do Fe na planta, o primeiro sintoma de clorose férrica
surge nas folhas novas (Abadia, 1992). No gréafico 5.1 podemos verificar uma diminuicédo
do valor de clorofila ao longo do tempo, confirmando assim, a importancia do Fe na
sintese da clorofila (Broadley et al., 2011; Pestana et al., 2014), visto que todos 0s outros

parametros nutricionais sdo assegurados pela solucdo nutritiva.

—4—MC-Fe0 MC-Fel MC-Fe5 IC-Fe0 —¥—IC-Fel —@—IC-Fe5
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Gréfico 5.1 Evolucdo temporal dos valores médios da concentragdo de clorofila total
(umol.m) nas folhas novas da horticola B. oleraceae, para cada uma das 6 modalidades
testadas, ao longo da duragéo do ensaio I.
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Tabela 5.1 Concentragdo da clorofila total nas folhas novas da B. oleraceae (umol.m) ao longo da duracgdo do ensaio I. Os resultados séo
valores médios + desvio padrdo. Os valores representados pelas mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas (p>0,05; teste

de Tukey).
Média Clorofila Total A__Ec_.i.mv
Modalidades 1 4 8 11 13 21 25 29 36
MC-Fe0 881,9+93,1ab 8055+929a 703,4+x1125a 603,3+69,3a 498,3+100,2a 240,7+107,5a 1538+98,0a 1357+865a 1129+80,3a
IC-Fe0 877,7+88,3ab 836,1+88,3ab 740,8+995ab 673,6+93,2a 631,2+103,7b 4052+109,8b 3741+1129b 329,0+98,6b 281,6+87,5b
MC-Fel 860,8 + 104,3a 891,9+105,1bc 862,4+84,3c 871,7+1105bc 684,3+99,0b 623,0+76,1c 6042+726c 557,8+849c 4976+915¢c
IC-Fel 884,8+88,7ab 8289+81,6ab 819,8+81,2bc 806,1+79,0b 7950+£819cd 6986+905¢c 5769+849c 570,9+875c 473,8+855¢C
MC-Fe5 9554 +86,1b 937,9+91,2b 890,6+101,3c 868,1+99,5bc 8551+116cd 806,8+104,3d 762,6+106,4d 746,2+99,1d 7259+ 104,6d

IC-Fe5

901,3+99,8ab 887,4+949bc 907,4+923c 9159+%89,7c 930,6+x77,1d 900,0+860e 9182x896e 9074+826¢€

777,8+953d
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Através da andlise conjunta do grafico 5.1 e da tabela 5.1, podemos evidenciar
que no dia 8, surgiram os primeiros indicios de clorose férrica nas plantas das
modalidades de Fe0. Ja nas plantas das modalidades de Fel podemos registar que 0s

primeiros sintomas de caréncia férrica ocorreram no dia 13.

Comparativamente entre o IC-Fe0 e MC-Fe0 existem diferencas estatisticamente
significativas a partir do dia 13 e estas permanecem até ao fim do ensaio, mais
concretamente, a partir deste dia, o valor medio de clorofila da modalidade 1C-Fe0 é
significativamente superior ao da modalidade MC-Fe0. Estes resultados indicam que a
graminea tem um efeito atenuante na severidade da clorose férrica da horticola. Dado que
ndo existe Fe na solucdo nutritiva, a possivel libertacdo de compostos por parte da
graminea, como fitosiderdforos e outros metabolitos polares, influenciam positivamente
a nutricdo da horticola. Diversos estudos revelam que os fitosideroforos tém afinidade
para ligarem-se a outros micronutrientes como o0 Zn e Mn (Banakar et al., 2017; Cakmak
et al., 1994; Romheld & Marschner, 1986; Zuo & Zhang, 2009). O Zn a semelhanca do
Fe é um metal de transicéo e participa em inimeros processos metabolicos como a sintese
de aminoacidos e a fotossintese, ja 0 Mn para além de ser um ativador enzimatico, €
igualmente um importante constituinte do fotossistema Il (Broadley et al., 2011), portanto
é provavel que o valor superior de clorofila total na modalidade IC-Fe0 face a MC-Fe0
seja devida a uma maior facilidade de absorcdo de Zn e de Mn e respetivas consequéncias
metabdlicas, associada e potenciada por uma absorcdo de metabolitos polares como
acucares, acidos organicos, lipidos e aminoacidos que contribuem positivamente na

nutricdo vegetal (Dietz et al., 2020).

Tal como esperado, as modalidades com o tratamento Fel (MC-Fel e IC-Fel)
apresentam sintomas de clorose férrica mais tarde do que as modalidades do tratamento
FeO (MC-Fe0 e IC-Fel). Apenas no dia 13 existem diferencas significativas entre as duas
modalidades IC-Fel e MC-Fel, isto é, somente neste dia o valor médio de clorofila total
das plantas de IC-Fel é significativamente superior ao da modalidade MC-Fel,
posteriormente esta diferenca dissipa-se ao longo do ensaio. Estes dados refor¢cam o efeito
positivo da P. pratensis na nutricdo férrica da B. oleraceae. Com a diminuicéo substancial
do Fe presente na solucdo nutritiva, a graminea ativa a sua estratégia complexante
libertando fitosiderdforos para a solugdo nutritiva. Estes complexam o Fe ainda existente

na solucéo e disponibilizam igualmente & horticola uma fonte de Fe (Cesco et al., 2006;
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Dai et al., 2019), que permitiu retardar a diminuicdo da clorofila total em comparacao
com MC-Fel.

As diferencas entre as modalidades de IC-Fe5 e MC-Fe5 comegam a surgir, com
relevancia estatistica, no dia 21, onde o valor medio da clorofila total da modalidade IC-
Fe5 € estatisticamente superior ao de MC-Fe5 quase até ao fim do ensaio, esta mantém-
se até ao dia 29. Através da andlise do gréafico 5.1 verificamos que a modalidade MC-Fe5
segue uma tendéncia de diminuicdo da clorofila total, desde o inicio do ensaio, ja na
modalidade 1C-Fe5, esta tendéncia ocorre apenas numa primeira fase entre o dia 13 e 0
dia 21, supondo que durante este periodo ocorre uma caréncia de Fe, a graminea responde
a este stress com a sua estratégia complexante, o que resulta num incremento do valor de
clorofila total, ainda que ligeiro, e consequentemente num atraso da queda deste valor.
Este efeito pode estar correlacionado com o aproveitamento da horticola dos complexos
de Fe formados pelos fitosideroforos libertados pela graminea (Cesco et al., 2006; Dai et
al., 2019), que atingem o seu pico de concentracdo 3-5 dias ap0s o inicio da caréncia
férrica, dependente da espécie (Sadeghzadeh et al., 2021), originando a inflexdo da

tendéncia negativa da clorofila total.

Particularmente no dia 13, a média dos valores de clorofila entre o IC-Fe0 e MC-
Fel ndo apresentam nenhuma diferenca significativa, ou seja, nesse instante o efeito da
graminea na horticola é de tal forma significativo que a modalidade IC-Fe0 equipara-se
a modalidade MC-Fel, no parametro da clorofila. Este efeito também acontece
precisamente neste dia entre as modalidades 1C-Fel e MC-Fe5. Em ambos 0s casos seria
expetavel que a diferenca de concentracdes de Fe da solucdo nutritiva nunca possibilitasse
valores de clorofila semelhantes entre estas modalidades. Este resultado reforca, deste

modo, a tese de aproveitamento da horticola da estratégia complexante da graminea.

Em suma, para as modalidades com a mesma concentracdo de Fe foi sempre
identificada, pelo menos uma vez, diferenca estatisticamente significativa entre a
modalidade de intercropping e de monocropping. Isto significa que a graminea, com a
possivel secrecdo de fitosider6foros, estimula na horticola, diversos processos
metabolicos com efeitos diretos na clorofila (Dai et al., 2019; Zuo & Zhang, 2009).
Sabemos que as gramineas e em concreto a P. pratensis excreta também outros
metabolitos para alem de fitosiderdforos, tais como aminoacidos, &lcoois, acidos
organicos, nucleotidos, compostos fenolicos e lipidos que podem resultar num efeito
adicional e melhorador da clorofila total (Dietz et al., 2020).
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5.1.3 Atividade da Quelato de Fe(lll)-redutase

O grafico 5.2 apresenta a atividade do enzima QFR nos &pices radiculares da B.
oleraceae, nas seis modalidades e no final do ensaio. As modalidades com Fe0
apresentam valores de atividade do enzima estatisticamente superior as restantes, ja as
modalidades com Fel apresentam os valores intermédios, enquanto as modalidades com
Fe5 sdo aquelas que apresentam, em comparagdo, menor atividade deste enzima. Estes
resultados sdo coincidentes com a bibliografia, apds o surgimento e agravamento da
clorose férrica, ocorre um processo de inducao da expressdo do gene FRO codificante do
enzima QFR na raiz, conduzindo a uma maior producdo deste enzima que através do
NADPH reduz o Fe* a Fe?* (Gama, 2017; Robinson et al., 1999).

Ainda é possivel constatar que ndo existem diferencas significativas entre
modalidades de IC e MC com a mesma concentragéo de Fe. Isto indica que quaisquer
compostos libertados pelas gramineas, possivelmente fitosideréforos e outros metabolitos
polares, ndo modificaram o comportamento do enzima, que em situacdo de deficiéncia de
Fe aumenta a sua atividade, acompanhada pela acidificacdo da solucdo, isto é, o

intercropping ndo é uma limitacdo a estratégia | (Gama, 2017; Pestana et al., 2012).
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Grafico 5.2 Atividade da QFR (nmol Fe (11). min?. g? pf), determinado nos épices
radiculares da B. oleraceae para cada modalidade, no final do Ensaio I. Foram usados 0s

valores médios e respetivo desvio padrdo, as colunas com a mesma letra ndo apresentam
diferencas significativas (p>0,05, teste de Tuckey)
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5.1.4 Morfologia e Biomassa Final

Ao nivel da biomassa final, os valores obtidos ndo apresentam diferencas
significativas relevantes (Tabela 5.2). De salientar que o volume radicular apresenta
sempre valores tendencionalmente superiores, ainda que ndo significativos, nas
modalidades de intercropping, isto é coincidente com a literatura que refere que num
sistema de consociagdo existe tendencionalmente maior desenvolvimento radicular das
culturas, sobretudo em profundidade, provavelmente motivado pela competicdo entre

espécies (Ramirez-Garcia et al., 2013; Wang et al., 2018).

Através da analise do numero total de folhas e a altura do caule é possivel
confirmar a importancia do Fe para as plantas, como participante de inlmeros processos
metabolicos que originam um aumento da biomassa das plantas (Pestana & Varennes,
2004). Em ambos os parametros, nas modalidades com Fe na solu¢do nutritiva (a exce¢do
de IC-Fel) apresentam valores significativamente superiores aos das modalidades sem

qualquer Fe.

A maior razdo PR/PA (Tabela 5.3), ainda que pouco significativa para as
modalidades de Fe0, deve-se sobretudo a diminuicdo da producédo de biomassa da parte
aérea (Sadeghzadeh et al., 2021).
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Tabela 5.2 Resultados médios + desvio padrdo dos diferentes parametros da biomassa registada no final do ensaio | por modalidades, em
laboratorio. Os valores representados pelas mesmas letras ndo apresentam diferencas significativa (p>0,05, teste de Tukey).

Modalidade _<o_ Raiz (ml) pf Raiz (g) ps Raiz (g) N° Folhas Total N° Folhas Novas N° Folhas Velhas pf Folhas Novas (g) pf Folhas Velhas (g) ps Folhas Novas (g) ps Folhas Velhas (g) Altura (cm) pf Caule (g) ps Caule (g)

@ Caule

o
™

MC-Fe0 23+06a
IC-Fe0 2,8+08ab
MC-Fel 4,0£0,0bc
IC-Fel 50+10c
MC-Fe5 4,0£0,0bc
IC-Fe5 50+0,0¢c

18+06a 0201 a
18+05a 02+01a
27+04a 03%x0,1a
29+09a 02+01a
28+03a 03%01a
32+0,7a 04+01a

7,7+06a
83+06a
10,0+0,0b
7,3x06a
10,7+0,6 b
10,7+0,6 b

30+00a
33+06a
3,7+06a
40+00a
57+06Db
57+06Db

47+060Db
50+00b
6,3+06¢C
33+06a
50+00b
50+00Db

24+02a
29+08a
52+03ab
4,7+07a
118+31c
9,0+1,8bc

46+1la
48+04a
105+0,3¢c
38x11la
7,8+1,7bc
6,1+09ab

03+0,la
03%0,1a
06+01a
05+0,1a
1,2+03b
1,0+02b

05+01a
05+01a
1,1£00c
04+02a
0,9+0,2 bc
0,7+0,1ab

122+20ab 14+02a

98+10a 14+02a
140+13bc 35+02c
118+0,3ab 2,0x0,2ab
153+15cd 3,0+1,2bc
16,0£0,0d 2,8+0,6bc

02+00a 29+05a
01+01a 35%03ab
03+0l1la 45+03Db
0,1+0,1a 4,1%08ab
03+x02a 47x06Db
03+0,1a 44x02b



Tabela 5.3 Resultados médios da razdo PR/PA para cada modalidade, com o respetivo
desvio padrdo. Esta razdo foi calculada através do quociente entre 0 peso seco da raiz
(PR) e 0 peso seco da parte aérea (PA). Os valores representados pelas mesmas letras ndo
apresentam diferengas significativa (p>0,05, teste de Tukey)

Modalidade Razéo PR/ PA
MC-Fe0 0,30+0,05b
IC-Fe0 0,29+0,01b
MC-Fel 0,20 £ 0,03 ab
IC-Fel 0,27 £0,01 ab
MC-Feb 0,16 £0,04 a
IC-Fe5 0,24 +0,04 ab

Ao nivel da morfologia radicular, foi possivel confirmar visualmente a formacéo
e lateralizacdo de raizes secundarias como resposta a caréncia férrica (Figura 5.1)
(Jiménez et al., 2019).

Figura 5.1 Formac&o e lateralizagdo de &pices secundarios em resposta a caréncia férrica
nas modalidades: A) MC-Fel; B) Fe0-MC; C) Fe0-IC.
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5.1.5 Fluorescéncia da clorofila

A andlise da fluorescéncia da clorofila permite-nos obter a eficiéncia do
fotossistema 11, e consequentemente da fase fotoquimica inerente a fotossintese. Esta via
compete naturalmente com dois outros processos que acontecem, a reemissédo como calor
e a reemissdo como luz (fluorescéncia). Este parametro Fv/Fm indica-nos a percentagem
de energia empregue para via fotoquimica, definindo, assim, a eficiéncia do fotossistema
I1 (Murchie & Lawson, 2013).

O gréafico 5.3 demonstra que nas modalidades com Fe a eficiéncia do fotossistema
Il ndo é alterada, porém nas modalidades sem Fe na solucéo nutritiva (MC-Fe0 e IC-Fe0)
este valor é relativamente muito inferior. Tudo isto € coincidente com a literatura que
refere que em estados clordticos mais severos, dada a diminuicdo dos pigmentos
fotossintéticos (clorofila a e b), também ocorre uma diminuicdo na eficiéncia do
fotossistema Il (Abadia et al., 1999).

Ainda neste grafico é possivel observar uma diferenca significativa no pardmetro
Fv/Fm entre a modalidade MC-Fe0 e IC-Fe0, ambas sem a presenca de Fe na constituicdo
das suas solugdes nutritivas. A modalidade IC-Fe0O apresenta um valor de Fv/Fm
estatisticamente superior ao da modalidade MC-Fe0, isto indica que a horticola da
modalidade de IC-Fe0 revela uma eficiéncia do fotossistema Il superior a MC-Fe0, apesar
deste valor seja muito inferior ao da eficiéncia normal do fotossistema 11 (~0,8). Este
efeito atenuante esta provavelmente relacionado com o efeito dos exsudados radiculares

da graminea na horticola.

Através da tabela 5.4, podemos analisar o efeito do stress provocado pela clorose
férrica no valor da fluorescéncia basal e indiretamente nos processos fotoquimicos
(Maxwell & Johnson, 2000; Murchie & Lawson, 2013). Os dados de Fo s&o
significativamente superiores nas modalidades de Fe0O (Fe0O-MC e Fe0-1C), estes valores
comparativamente elevados determinam que nestes casos, grande parte da luz absorvida
pelo aparelho fotossintético é destacada para emissdo de fluorescéncia, retirando assim
eficiéncia na utilizacdo da luz para via fotoquimica, o que é coincidente com os valores
de Fv/Fm acima apresentados, reveladores de uma baixa eficiéncia do fotossistema Il
(Maxwell & Johnson, 2000).
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Gréfico 5.3 Indicadores da eficiéncia do fotossistema Il, obtidos pela determinacéo da
fluorescéncia em B. oleraceae, revelado pelo calculo do parametro Fv/Fm. Foram usados
os valores médios e respetivo desvio padrdo, as colunas com a mesma letra ndo
apresentam diferencas significativas (p>0,05, teste de Tuckey)

Tabela 5.4 Valores da fluorescéncia basal registada nas diferentes modalidades, obtidos
pela determinagéo da fluorescéncia em B. oleraceae, esta evidencia a quantidade de luz
que é destacada para emissdo de fluorescéncia, sendo um indicador indireto da eficiéncia
da utilizacdo da luz nos cloroplastos. Foram usados os valores médios e respetivo desvio
padrdo, os resultados representados pelas mesmas letras ndo apresentam diferencas
significativa (p>0,05, teste de Tukey)

Modalidades| Fo (umol m=2s™?)
MC-Fe0 1507,8 £201,5b
IC-Fe0 17243+ 1449b
MC-Fel 5292+ 10,4 a
IC-Fel 541,5+94,7 a
MC-Fe5 580,5+71,7 a
IC-Fe5 503,2+555a
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5.2 Ensaio Il

5.2.1 Quantificacdo da Capacidade Quelante do Fe (1), do teor de fendis totais e da
concentragéo proteica nos extratos

Com o recurso da espectrofotometria, através da leitura das absorvéncias e
respetivas conversdes dos dados obtidos foi possivel obter a capacidade quelante do Fe
(1), o total de compostos fendlicos e a concentracdo proteica para os dois extratos (Tabela
5.5). A capacidade quelante determina-se como a capacidade de formar complexos
estaveis e solliveis de Fe?* com compostos organicos, facilitando a absorcio de ferro na
planta. J& os compostos fendlicos apresentam uma grande diversidade de familias
(Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019) e consequentemente originam indmeros impactos
na fisiologia e no crescimento da planta tais como resisténcia a doengas, fonte de carbono,
eliminacdo de radicais e efeito quelante e de reducdo do Fe e outros metais (Chong et al.,
2007; Stringlis et al., 2019). As proteinas desempenham varias e importantes fungdes em
toda a biologia vegetal, tais como fungcbes enzimaticas, funcionais, estruturais,

nutricionais e de armazenamento (Rasheed et al., 2020).

E possivel verificar que o extrato foliar apesar de ter uma capacidade quelante do
Fe?* inferior ao do extrato radicular, apresenta na sua composi¢io concentragdes

superiores de compostos fendlicos e proteicos.

Através de dados obtidos num trabalho ainda ndo publicado foi possivel aferir
alguns exsudados radiculares da P. pratensis tais como o acido 3,3-dimetilglutarico, o N-
acetil-DL-triptofano e o 4acido 2-furoico. De registar que as condi¢cdes de
desenvolvimento da graminea para posterior extracdo destes exsudados foram idénticas
as praticadas no ensaio Il, permitindo assim extrapolar estes resultados para uma

composicao mais concreta do extrato radicular aplicado no ensaio I1.

O éacido 3,3-dimetilglutarico € um composto derivado do acido glutarico, este por
sua vez aumenta os niveis de NADH dentro das celulas e aumenta igualmente a expressédo
de monooxigenases, enzimas participantes nas reagdes de oxidacgdo-redugéo (Zhang et al.,
2021). Derivados deste acido glutarico aparecem associados a nicotianamina (Fig 5.2),

participando assim na biossintese de fitosideréforos, particularmente de acidos
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mugineicos (Mori, 1999). J& o N-acetil-DL-triptofano é um composto derivado do

triptofano, um aminodcido essencial que é precursor de auxinas como o acido indol-

acético (Figura 5.3), que na sua biossintese liberta amoniaco, existindo algumas

evidéncias que a sua aplicacdo foliar em algumas espécies influencia positivamente a

clorofila, aumentando o crescimento e produtividade de algumas culturas (Mustafa et al.,

2018).

Figura 5.2 Via biosintética da familia de fitosideroforos, os
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Figura 5.3 Esquema da biossintese da auxina acido indol-acético a partir de triptofano,
com a libertacdo de amoniaco. Fonte: Mustafa et al. (2018)

Tabela 5.5 Resultados médios da determinacdo realizada nos dois extratos, quanto a
atividade quelante, aos fenois totais e a concentracdo proteica, através da conversao dos
dados das absorvancias obtidos por espectrofotometria.

Tipo de extrato que(lf';rigcég?:dee(l 1) Total _de compostos C_oncentragéo
(mM) fendlicos (mg L)  proteica (ng 1000ul?)
Extrato Foliar 0,93 43,04 87,3
Extrato Radicular 1,34 10,32 50,9

5.2.2 Clorofila Folhas Novas

Tal como referido no ensaio 1, as folhas novas sdo o melhor indicador para detetar
o0 inicio da clorose férrica, dada a baixa mobilidade do Fe na planta. Apds analise do
grafico podemos verificar que estes sintomas de caréncia férrica iniciam-se e

intensificam-se a partir do dia 6 (Figura 5.2).

Apos a detegdo visual da clorose férrica no dia 6, iniciaram-se as pulverizagdes
com os extratos logo no dia 7 e a partir dai estas foram intervaladas por 4 dias, a excecéo

da ultima pulverizacéo, na tentativa de contrariar o rapido agravamento da clorose, porém

sem sucesso. Estas perfizeram um total de 4 pulverizacdes (grafico 5.4).
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Figura 5.4 Primeiros sintomas visuais de clorose férrica na modalidade FeO, registados
no dia 6. O aparecimento destes sintomas determinou o inicio das pulverizagdes com 0s
extratos.

——Fe0 FeO + PEF Fe0 + PER Fel + PEF =s¢—Fel + PER —@—Fel =—=—F¢l0
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Grafico 5.4 Evolucéo dos valores médios das concentracdes de clorofila total das folhas
novas (umol. m) ao longo do ensaio 11, consoantes as modalidades. Os pontos
vermelhos marcam as datas das pulverizacdes.

A partir do dia 9 e sobretudo no dia 11, a modalidade FeO+PER apresenta um
valor de clorofila total estatisticamente superior ao controlo negativo e a modalidade
FeO+PEF (Tabela 5.6 e gréfico 5.4). Esta diferenca atenua-se a partir do 13. O respetivo
extrato podera ter na sua composicdo Fe, ainda em que pequena concentragao, transitorio
da sua fase de viveiro, dado que as raizes sdo um dos principais locais de armazenamento
de Fe na planta (Pestana et al., 2011). Este efeito pode ter sido amplificado pela
capacidade quelante do Fe ?* do extrato radicular e pela possivel acdo do N-acetil-DL-
triptofano (Mustafa et al., 2018).
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Tabela 5.6 Concentrago da clorofila total nas folhas novas da B. oleraceae (umol.m?) ao longo da duragéo do ensaio I1. Os resultados séo valores

médios + desvio padrdo. Os valores representados pelas mesmas letras ndo apresentam diferencas significativa (p>0,05, teste de Tukey)

Média Clorofila Total (umol.m-2)

38

Modalidade 1 4 6 8 9 11 13 15 16
Fe0 812,0+819ab 842,1 +962a 3521+1064a 200,7+1089a 1263+957a 1243+ 946 a 73,7+8l4a 67,6 £67,8a 67,6 £67,8a
FeO + PEF | 857,6 £85,7ab  796,6 +£113,0a 363,3+1053a 231,9+1128ab 1538+1145ab 157,8+1139ab 117,9+100,8 ab 67,9+68,2a 67,8+679a
FeO+PER | 883,5+957h 837,1+1051a 4035%854a 2858+1390ab 206,3+96,3bc 211,8+930bc 106,6 + 84,9 ab 875+779a 87,0£775a
Fel+PEF | 838,0+97,2ab  836,8+838a 584,8 +89,8 b 3386 +1250b 3739+123,1d 340,2+1060d 241,1+86,7d 2933+ 1144b 2919+1129b
Fel+PER | 830,2+970ab 788,2+781la 566,5+123,0b 264,1+1110ab 263,2%882c 264,1+81,1c 1973+107,7cd 222,4+938b 222,4+91,1b
Fel 856,7+88,6ab  791,3+x79,1a 516,7+110,5b 339,1+106,8b  239,9+98,8 bc 231,9+869¢ 155,4+93,7bc  242,0+1095b  229,5+1029b
Fel0 794,1+76,1a 802,1+76,1a 7143+101,3¢c 650,8+1248c 700,1+1010¢e 678,8 90,0 e 613,2+109,4e 6154+1182c 627,2+1050¢



Ja nas modalidades Fel, Fel+PEF e Fel+PER é possivel verificar que a partir do
dia 9 e até ao dia 13, as modalidades pulverizadas apresentam um valor de clorofila total
superior ao Fel, com maior relevancia para a modalidade Fel+PEF (Figura 5.3).
Podemos assim determinar que durante este periodo, 0s extratos poderdo ter tido uma
acao bioestimulante na horticola com expressdo na clorofila total, provavelmente
resultado da ag&o conjunta dos constituintes que compunham os extratos, particularmente
do extrato foliar, que apresenta um indice de fendis e proteinas superior (Saavedra et al.,
2020).

Figura 5.5 Diferencga visual na coloracdo das folhas novas, motivada pela caréncia
férrica, no dia 9 do ensaio |1, entre a modalidade Fel (esquerda) e a modalidade Fel+PEF
(direita).

Aparentemente as duas primeiras pulverizac6es terdo sido efetivas, apesar do seu
efeito transitorio, gracas ao possivel Fe existente nos extratos e/ou agdo bioestimulante
doutros compostos presentes como fendis, aminoacidos e acidos organicos, sendo que 0s
primeiros apresentam elevada afinidade a formar quelatos estaveis com iGes metalicos,
0s segundos sdo a estrutura base das proteinas e consequentemente do metabolismo
vegetal e os Ultimos podem apresentar acdo complexante e também serem participantes
na biossintese de fitosideréforos (Mori, 1999; Saavedra et al., 2020; Zhao et al., 2011).
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5.2.3 Morfologia e Biomassa Final

Em relacdo ao crescimento vegetativo e biomassa no final do ensaio (Tabela 5.7),
ndo existem dados significativamente diferentes e relevantes para os objetivos do ensaio,
com excegdo do comprimento da raiz. Particularmente neste parametro, os valores das
modalidades Fel, Fel+PER e Fel+PEF apresentam mais elevados, apesar dessa
diferenca ndo ser significativa comparando com FelQ. Esta tendéncia, ainda que néo
significativa, pode sugerir que a medida que o nivel de Fe na solucdo diminui

moderadamente, existe um maior alongamento da raiz primaria (Ward et al., 2008).

As pulverizagdes com extratos nao tiveram qualquer efeito na biomassa como é
evidente pelos parametros e contrariamente ao esperado, tendo em conta outros ensaios
(Mustafa et al., 2018; Pestana et al., 2011; Saavedra et al., 2020; Ward et al., 2008).
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Tabela 5.7 Resultados médios + desvio padrdo dos diferentes parametros da biomassa registada no final do ensaio Il por modalidades, em
laboratdrio. Os valores representados pelas mesmas letras ndo apresentam diferencas significativa (p>0,05, teste de Tukey)

Modalidades| Vol Raiz(ml) Comp Raiz(cm) pfRaiz(g) psRaiz(g) N°Folhas Velhas pfFolhas Velhas (g) ps Folhas Velhas (g) @ Caule (mm) Altura Caule (cm) pfCaule (g) ps Caule (g)
Fe0 30+07a 200+65ab 35+04a 03%00a 23+05a 32+0,7a 03+0,1a 39+00a 88+13a 14+01la 01%00a
Fe0 +PER 30+07a 153+19a 35+0,7a 04+0,2a 30+0,0a 41+02a 04+0,1a 38+02a 79+0,7a 13+02a 01+00a
Fe0 +PEF 33+05a 16,2+02ab 38+05a 04=*0,1a 27+05a 36+03a 03+0,0a 38+0,1a 78+06a 12+02a 0,1%00a
Fel 33+04a 330+12c 61+17a 06+0.2a 28+00a 6,3+2,2ab 06+0,2ab 45+06a 81+02a 18+04a 0,1+00a
Fel +PEF 35+09a 285+63bc 53+15a 05+02a 33+0,4ab 57+09ab 06+0,1a 41+0,03a 76+04a 15+03a 01+00a
Fel+PER 30+00a 325+29c¢ 58+0,7a 05+0.2a 30+04a 53+11la 05+011a 38+0,03a 73+04a 12+02a 0,1+00a
Fel0 33+08a 288+66bc 68+3,0a 0,7+03a 45+04b 123+6,1b 1,3+0,6b 45+0,04a 86+12a 20+08a 0,1+01la




6. Conclusdes e consideracdes finais

Como um dos principais objetivos deste trabalho testou-se a possibilidade de em
regime de consociagdo B. oleraceae L. + P. pratensis, existir um aproveitamento por
parte da horticola, da estratégia complexante da graminea num sistema em que estdo

disponiveis diferentes concentracoes de Fe.

Partindo do pressuposto da relagdo fisiologica entre o Fe e a clorofila, registou-se
que nas modalidades de consociacdo, mesmo que em janelas temporais diferentes e
independentemente da concentracéo de Fe, a graminea tinha sempre um efeito positivo
na horticola, com reflexo sobre o valor de clorofila total desta. Este efeito €
provavelmente resultado da excrecdo de fitosideréforos, que complexaram e
solubilizaram o Fe e/ou outros metais (Zn e Mn), disponibilizando estes a absorcdo da
horticola, que depois incorpora-0s nas suas vias metabdlicas, em beneficio préprio. Este
efeito é também potenciado pela possivel absorcdo de outros metabolitos benéficos
exsudados pela graminea para rizosfera. Apesar deste efeito benéfico na clorofila total,

este ndo foi traduzido num aumento da biomassa.

A B. oleraceae revelou um comportamento tipico face a caréncia férrica com o
aumento da atividade da QFR e a diminui¢do da eficiéncia do fotossistema Il, porém esta
diminuicdo da eficiéncia do fotossistema Il em FeO foi um pouco menos severa na
modalidade de intercropping do que em monocropping, apesar do valor de eficiéncia

continuar a ser insuficiente.

No seguimento deste primeiro ensaio, testou-se a aplicacdo de dois extratos de
composicdes diferentes, ambos provenientes da P. pratensis (cultivada sem caréncia)
sendo um da parte aérea e outro da parte radicular, numa horticola em diferentes
concentracdes de Fe. Pretendeu-se analisar se na composicao da P. pratensis existe algum
metabolito capaz de mobilizar Fe enddgeneo da B. oleraceae, potenciando

metabolicamente a horticola e funcionando assim como bioestimulante.

As duas primeiras pulverizacdes foram as mais efetivas, promovendo a producgéo
de clorofila total da B. oleraceae, embora os efeitos tenham sido ligeiros e transitorios.
Estes devem-se provavelmente & composi¢cdo de ambos extratos, que despoletaram

diferentes respostas, o extrato radicular apresentou melhor resultado em Fe0, enquanto o
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extrato foliar registou melhor desempenho em Fel. Mais uma vez, as pulverizagdes ndo

tiveram qualquer relevancia no resultado da biomassa final.

Este segundo ensaio € complementar do primeiro, este possibilitou confirmar que
possiveis metabolitos que estdo presentes e sdo possivelmente exsudados pelas raizes de
determinadas espécies de gramineas poderdo funcionar como bioestimulantes se

aplicados foliarmente, faltando comprovar a natureza bioquimica exata dos compostos.

Conclui-se entdo que, a utilizagdo da consociagdo com gramineas pode representar
uma solucdo para otimizagéo do Fe em determinados contextos de campo, apesar de poder
ndo ser para ja, um substituto integral dos quelatos, pode contribuir para diminuicdo da
aplicacdo destes, beneficiando o ambiente e economicamente as exploragcfes. Conscientes
que a passagem para realidade agronémica tem de ser sempre alicercada num ponto de
partida cientifico, dai a origem deste trabalho.
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