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Para tudo ha um tempo, para cada coisa ha um momento
debaixo do céu: tempo de nascer e tempo de morrer;
tempo de plantar e tempo de arrancar o que se plantou.
3Tempo de matar e tempo de curar; tempo de demolir e
tempo de construir. “Tempo de chorar e tempo de rir;
tempo de gemer e tempo de dancar. STempo de atirar
pedras e tempo de ajunté-las; tempo de abracar e tempo
de apertar-se. 5Tempo de procurar e tempo de perder;
tempo de guardar e tempo de jogar fora. "Tempo de rasgar
e tempo de costurar; tempo de calar e tempo de falar.
8Tempo de amar e tempo de odiar; tempo de guerra e
tempo de paz. (A BIBLIA, 2015)
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Resumo

A oliveira (Olea europaea L.) é uma cultura com grande importancia para a bacia
do mediterraneo e cultivada ha séculos por fazer parte da dieta dos povos mediterranicos.
Em Portugal essa cultura desempenha grande papel socioeconémico e cultural com maior
enfoque nas regides interior do pais, como € o caso da regido de Tras-0s-Montes, onde 0s
olivais tradicionais sdo cultivados em regime de sequeiro. Nos ultimos anos, estas plantas
tém sofrido com as constantes alteracdes climaticas. As chuvas ndo acontecem mais de
forma regular, a temperatura média da regido tem apresentado aumentos significativos,
ocasionando problemas na produtividade. Nesse contexto o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a eficacia de alguns produtos disponiveis no mercado que visam
minimizar os efeitos causados pelas alteragdes climaticas. Para tal, foram avaliados 4
produtos bioestimulantes a base de algas em oliveiras da cv. Cobrangosa. Foi feito o
acompanhamento de campo desde maio a outubro para avaliar qual o efeito na evolucgéo
dos estados fenologicos, no crescimento na floracdo e vingamento. Em laboratério foi
avaliada a biometria e composicdo das folhas no que respeita as clorofilas, carotenoides
e atividade antioxidante medida pelos métodos de DPPH, teor de fendis totais e poder
redutor. Os resultados obtidos mostram que a aplicacdo de bioestimulantes promove o
atraso na fenologia e um efeito positivo no crescimento da planta. Relativamente a
biometria das folhas, verificou-se diferencas significativas com a aplicagdo dos
bioestimulantes. Em relacdo ao teor de clorofilas e carotenoides verificou-se que o0s
bioestimulantes ndo influenciam na sua composicao variando o teor de clorofilas entre
14,96 pg/mL e 18,83 pg/mL e os carotendides de 0,81 pg/mL e 1,16 pg/mL. Para o efeito
blogueador de radicais livres de DPPH ap06s a 22 aplicagdo dos produtos a variagdo obtida
dentre os tratamentos foram entre 45,10-53,17% sendo o controlo o tratamento com mais
atividade. Nos fendis totais 0 T4 € aquele que se distingue com um teor de 60,27 mg acido
Gal/g de amostra. Na avaliacdo do poder redutor verificou-se uma diminui¢cdo nos
valores. Estes resultados sdo ainda preliminares sendo necessario mais anos de estudo

para perceber melhor a influencia dos bioestimulantes na planta.

Palavras chave: Bioestimulantes, cultura, aplicacdo, antioxidante, fenois totais.



Abstract

The olive tree (Olea europaea L.) is a crop of great importance for the
Mediterranean basin and has been cultivated for centuries, once it is part of the diet of the
Mediterranean people. In Portugal, this crop plays a great socioeconomic and cultural
role, with a greater focus on the interior regions of the country, as is the case of the Tras-
os-Montes, where traditional olive groves are dry-farmed. In recent years, these plants
have suffered from constant climate change. The rains no longer happen on a regular
basis, and the average temperature in the region has shown a significant raise, causing
problems in productivity. In this context, the present work aimed to evaluate the
effectiveness of some products available on the market that aim to minimize the effects
caused by climate change. For this, 4 olive trees of cv. Cobrancosa seaweed-based
biostimulants were evaluated. Field monitoring was carried out from May to October to
assess the effect on the evolution of phenological stages, growth, flowering and
flourishing. In the laboratory, the biometry and composition of the leaves were evaluated
in regard to chlorophylls, carotenoids, and antioxidant activity measured by DPPH
methods, total phenol content, and reducing power. The results obtained show that the
application of biostimulants promotes delay in phenology and a positive effect on plant
growth. In regard to the biometry of the leaves, there were significant differences with
the application of biostimulants. Regarding the content of chlorophylls and carotenoids,
it was found that biostimulants do not influence their composition, varying the
chlorophyll content between 14.96 pg/mL and 18.83 pg/mL and carotenoids from 0.81
pg/mL and 1 .16 pg/ mL. For the blocking effect of DPPH free radicals after the 2nd
application of the products, the variation obtained between treatments was between
45.10-53.17%, controlling the treatment with more activity. In the total phenols, T4 is the
one that stands out with a content of 60.27 mg acid Gal/g of the sample. In the evaluation
of the reducing power, a decrease in the values was verified. These results are still
preliminary and more years of study are needed better to understand the influence of

biostimulants on the plant.

Keywords: Biostimulants, culture, application, antioxidant, total phenols.
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1 Introducéo

A oliveira, € uma cultura historicamente importante, especialmente na bacia do
mediterraneo. Ha séculos que € utilizada como uma fonte de alimento sendo atualmente
considerado um dos pilares da dieta mediterranica (Rodrigues et al., 2019). O seu cultivo
estende-se por mais de 47 paises, somando mais de 11 milhdes de hectares plantados em
todo 0 mundo, sendo que 97,9% das areas correspondem a bacia mediterranica (Rallo et
al., 2018). Contudo, nos ultimos anos este cenario tem vindo a mudar. Cada vez mais,
novos olivais sdo plantados com grande intensidade em outras regides alem da bacia do
Mediterraneo. Atualmente a oliveira encontra-se espalhada praticamente em todo o
mundo, até em regiGes onde o seu cultivo ndo era tradicdo como é o caso da China, da
Africa do Sul e ou até do Brasil (Rallo et al., 2018; Basile et al., 2020). Em Portugal, a
oliveira tem um grande valor, pois, ligado a ela est& associada uma grande tradi¢ao. Para
além do mais tem um papel socioeconémico e cultural importante, principalmente em
regides do interior. Na campanha de 2021/2022, foram produzidas 1.375.753 toneladas
de azeitona do qual 98,15% destina-se a producdo de azeite e 1,85% para a producao de
azeitona de mesa (INE, 2022a). Essa producéo distribui-se ao longo de todo o territério
onde podemos encontrar diferentes regides produtoras, destacando-se o Alentejo com
80,5% da producdo nacional. Esta regido € principalmente constituida por olivais
“modernos” ou também designados olivais de alta densidade o que permite elevadas
producBes por hectare (Fraga et al., 2020). Como segunda maior regido produtora, esta
Tréas-os-Montes com 8,5% seguido da Beira Interior com 5,66% da producdo nacional
(INE, 2022a). A regido transmontana é caraterizada pelos seus olivais tradicionais que se
encontram maioritariamente em regimes de sequeiro (Lopes et al., 2022).
Comparativamente ao sistema anteriormente referido, este tipo de olivais apresentam uma
menor produgédo, uma vez que existe uma baixa quantidade de recursos hidricos na regido
e a maior parte dos olivais encontra-se em solos pobre e/ou apresentam uma idade
avangada levando assim a baixas producdes por hectare. Associado a isto, estdo também
as situagdes de clima extremo nas diferentes estacdes (Makilutila, 2017).

No ano de 2021 a producdo de azeitonas foi muito expressiva superando as
expectativas dos produtores. Contudo, 2022 foi um ano com resultados contraditorios, ou
seja, baixos valores de producdo. Isto deve-se aos periodos de clima extremo com
elevadissimas temperaturas durante o periodo de maior sensibilidade da planta, sendo no
momento da floracdo na Gltima primavera que levou a esta elevada perda de producéo.



Estes constrangimentos provocados pela natureza, levam a grandes incertezas no
sector produtivo. De forma a atenuar estes riscos naturais como escassez de chuvas e
temperaturas demasiadamente elevadas, varias empresas tém lancado no mercado
produtos que ajudam a diminuir os efeitos causados por essas alteracdes climaticas
(Anton-Herrero et al., 2023). Os bioestimulantes, sdo produtos cujas propriedades
permitem mitigar alguns dos efeitos provocados pelas condicdes severas (Wang et al.,
2003). Dada a situacdo atual, tem-se assistido a um crescente aumento do uso dos
diferentes produtos com funcbes protetora, no sentido de continuar a promover uma
grande produgdo de alimentos de forma sustentdvel e com utilizacdo eficiente dos
recursos disponiveis (Santacruz-Garcia et al., 2022). Alguns autores relatam que o0 uso
dos bioestimulantes em diversas culturas, mostram resultados positivos no que respeita
ao crescimento das plantas, aos contetdos fitoquimicos, caracteristicas fisioldgicas, e
diminuicdo dos efeitos negativos causados pelas salinidades do solo e as alteracGes
climaticas (Zulfigar et al., 2020).

No sentido de avaliar a eficacia de alguns destes produtos disponiveis no mercado,
a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes
bioestimulantes em oliveiras da cv Cobrancosa para avaliar que implicages tem nos
estados fenoldgicos, na floracdo, no vingamento, no crescimento e na composi¢do das
folhas. Para executar este trabalho, foram aplicados quatro bioestimulantes comercias a
base de algas marinhas num olival tradicional na regido de Tras-os-Montes. Como
objetivos especificos pretende-se avaliar quais as implicagdes da aplicacdo dos diferentes
bioestimulantes nomeadamente:

- Na evolucéo dos estados fenologicos das diferentes arvores;

- No crescimento de ramos selecionados da planta, floracdo e vingamento;

- Composicdo das folhas em relacdo a atividade antioxidante, clorofilas e

carotenoides.

Esta dissertacdo estd dividida em 5 capitulos dos quais este primeiro ficou
dedicado a introducdo, o segundo sera direcionado ao desenvolvimento do tema. No
terceiro capitulo estd exposto o desenho experimental, juntamente com o0s metodos
aplicados durante o ensaio. No quarto capitulo encontram-se 0s expostos os resultados
obtidos assim como as discussdes dos mesmos e o quinto capitulo ficou reservado para

as considerac0es finais
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2. Referencial teorico

2.1. Caracteristicas da oliveira

A oliveira, pertence a familia das oleaceas e tem cerca de 29 diferentes géneros
além de mais de 600 espécies espalhadas por inUmeras regides do mundo. Contudo, esta
¢ a Unica espécie da familia que produz frutos que podem ser consumidos pelo ser
humano. Quanto a sua estrutura, as oliveiras sao arvores ou arbustos que podem ter de 4
a 8 metros de altura, variavel de acordo com a cultivar (Martinez, 2017). A oliveira é uma
planta em que o seu ciclo biolégico é muito influenciado pela temperatura (Ghanbari et
al., 2012). Apresenta uma grande rusticidade e longevidade, facilmente pode ser
reproduzida por via vegetativa (Monteiro, 1999). E uma das plantas mais antigas
cultivada pelo homem e possui a capacidade de se manter produtiva durante centenas de
anos (Martinez, 2017). Apresenta folhas simples, inteiras, sem estipulas e o peciolo é
curto. As folhas sdo perenes podendo durar até trés anos. Apresentam também uma
disposicao oposta e uma coloracdo verde escura. Outra das caracteristicas € a nervura
central bem aparente. Relativamente ao formato e a dimensdo das folhas, estas variam
entre as diferentes espécies (Monteiro, 1999).

Varios estudos tém decorrido no sentido de caracterizar as folhas do ponto de vista
da sua atividade antioxidante como diz Edziri et al., (2019) que a folha de oliveira possui
metabolicos secundarios amplamente utilizados para as atividades hipoglicémicas e
hipotensoras. Além do mais, Ammar et al., 2017 afirma que as folhas de oliveira s&o
consideradas um subproduto, pois demasiadas quantidades de folhas acabam por ser
colhidas durante os processos realizados no decorrer do desenvolvimento da planta, como
a colheita dos frutos, o processamento dos mesmos e ainda durante as podas. E como os
antioxidantes retém certas substéncias vitais para proteger organismos e produtos que
acabam por ser causados atraves do stresse oxidativo que € induzido pelos radicais livres,
cada vez mais surgem estudos referentes a atividade antioxidante (Ganga Rao et al.,
2011). As composicdes fendlicas quantitativa e qualitativa das folhas da oliveira tém
determinadas variagOes de acordo com as condigdes que estdo expostas, a forma como
sdo armazenadas, as condic¢des climaticas do ambiente onde se desenvolveram, o tamanho
dos ramos, e um fator muito relevante para essas caracteristicas a variedade da planta
(Edziri etal., 2019; El & Karakaya, 2009). Para além de conhecer a composicédo da folha,
é necessario conhecer todo o seu ciclo. Nos diferentes estados fenoldgicos da planta, a
florag&o e 0 vingamento s&o dois dos estagios de maior importancia. E preciso conhecer
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bem o ciclo de cada cultivar no sentido de poder optar pela mais adaptavel as condi¢des
adversas durante o periodo de floracdo e do vingamento. Em zonas onde ha a ocorréncia
de geadas tardias, € importante ter cultivares com uma floracdo mais tardia para que nao
haja prejuizos provocados por baixas temperaturas. O mesmo ocorre em zonas de maior
calor. Para que haja floragcdo reprodutiva a planta necessita que as temperaturas sejam
préximas dos 20°C (Barranco et al., 2017; Hamze et al., 2022). Atualmente 0s novos
olivais plantados usam cultivares especificos de acordo com as técnicas culturais, e
sistemas usados. Temos a disposicdo centenas de cultivares com diferentes tipos de
comportamentos e caracteristicas, resultado de séculos de selecBes realizadas
empiricamente pelo ser humano (Ammar et al., 2017; Martins et al., 2022). O
aparecimento das inflorescéncias na oliveira tem origem nas gemas axiliares das folhas
com crescimento vegetativo do ano anterior da floracdo. A sua forma é paniculada,
contém um eixo central de onde saem as ramificacdes, que também pode acontecer de
serem ramificadas. Relativamente a quantidade de flores por inflorescéncia esta varia
entre 10 e 40 flores, dependendo da cultivar, juntamente com as condi¢des ambientais e
fisiolégicas da planta (Barranco et al., 2017). A maioria das oliveiras inicia o seu ciclo
produtivo por volta dos 4 a 6 anos. Além disso a oliveira é caracterizada também por ser
uma planta bienal por isso a sua producéo € variavel entre um ano e outro (Rallo et al.,
1994). As fases de desenvolvimento da oliveira tém as mais variadas importancias, como
a avaliacdo da adaptacdo das plantas em novos ambientes a que estdo sujeitadas, onde

ndo ha conhecimentos prévios em olivicultura.

2.2. Alterac0es climaticas

As alteracdes climaticas sdo mudancas que ocorrem no clima, possiveis de serem
identificadas através de testes estatisticos que sdo realizados ao longo dos anos, essas
variagdes podem ser naturais ou uma resposta das atividades humanas (Pereira, 2011).

O aumento da temperatura media do planeta € principal alteracdo climatica
ocorrente nos Gltimos anos, em que a emissao de gases do efeito estufa estd a ocorrer de
forma descontrolada, provocando um desequilibrio no processo que acontece de forma
natural e responsdvel para manter a vida no planeta (APA, 2021). Mudanc¢as na
temperatura e nas precipitacées impulsionam também mudancas diretas nos rendimentos
advindos da olivicultura, principalmente no cultivo de sequeiro que esta maior exposi¢do

sem 0 auxilio de tecnologias no campo para auxiliar as plantas em momentos criticos das



intempéries climaticas, sendo que temperaturas altas podem proporcionar beneficios em
algumas espécies, mas podem tambem ocasionar menor rendimento em outras e quando
se trata de sistemas irrigados certos constrangimentos sdo evitados (Altieri et al., 2015).

A bacia do Mediterraneo estd a ter um aumento significativo nas taxas de
evapotranspiracdo desencadeando uma menor precipitacdo, com uma tendéncia de
diminuicao na disponibilidade de humidade para as vegetagdes, com casos mais extremos
nas regides da Peninsula Ibérica, Franca e Norte da Africa (Garcia-Ruiz et al., 2011).
Entre os paises da Europa, Portugal encontra-se numa situacdo bem acentuada de
vulnerabilidade no que diz respeito as alteracfes climéticas que tém vindo a acontecer,
principalmente pelas caracteristicas geograficas do pais, que se enfatizam devido ao
aumento do nivel médio do mar, que pode desencadear o efeito de seca (IPCC, 2022).
Tém-se observado ainda um aumento de temperatura por década de em média 0,5°C e
além disso tem se verificado um certo aumento na humidade do ar, € no que respeita as
precipitagdes das estacbes primavera, verdo e outono nota-se uma consideravel
diminuicdo, ao que indica que com estas informacdes Portugal além do aumento
significativo da temperatura sofrera com aumento na intensidade das ondas de calor,

situagOes estas previstas para inicio do proximo século (Melo-Abreu et al., 2011).

2.3. Efeitos das alterac6es climaticas nas plantas

Nos ultimos anos tem-se sentido alteracdes no clima em todo mundo, e essas
mudancas acabam por causar eventos climaticos extremos. O setor agricola é aquele que
mais sofre diretamente com estes desastres e pode acarretar problemas no sistema de
seguranca alimentar de acordo com a importancia das determinadas culturas atingidas por
esses eventos (Lesk et al., 2016). As mudancas que causam grandes impactos na
produtividade das plantas sd@o provocadas sobretudo pelas irregularidades nas
precipitacdes e as elevadas temperaturas (Forni et al., 2017;Ferdous et al., 2015). Além
dos problemas causados pelos stresses abioticos, as culturas exploradas na agricultura
estdo a sofrer com a intensificacdo dos ataques causados por pragas e doencas, sendo uma
possivel explicacdo o desequilibrio instigado pelas alteracGes climaticas, em que na maior
parte das situacdes os patdgenos adaptam-se a essas alteracBes e 0s seus inimigos naturais

ndo conseguem acompanhar esse mesmo ritmo (Yang et al., 2022).



Além de todos os problemas em questdo da producdo e produtividade dos
alimentos as alteracdes climéticas afetam as plantas na sua fenologia, podendo os danos

serem gerados desde a germinacéo até a fase reprodutivas das culturas (Li et al., 2021).

2.4. Alternativas/ solucdes aplicadas

Com o aumento previsto da populacdo mundial e consequentemente o aumento na
demanda de alimentos, o sector agricola necessita de alternativas para aumentar a
produtividade de alimentos de forma mais sustentavel. Nesse sentido a irrigacdo tem
entrado como uma grande possibilidade para contornar os problemas ocorridos com as
secas e as altas temperaturas, dois problemas gerados pelas alteracdes climaticas (Kamali
etal., 2022). Uma outra solucéo, € o uso de bioestimulantes. Nos ultimos anos, a aplicacédo
de diferentes bioestimulantes tem sido umas das alternativas para mitigar os efeitos
provocados pelos climas extremos. Estes sdo vistos como uma saida viavel e com
potencial para proporcionar um aumento na producdo de alimentos (Garcia-Garcia et al.,
2020). Além do aumento na producdo de alimentos de forma sustentavel, procuram-se
cada vez mais solugdes que ndo sejam uma ameaca para 0 meio ambiente, como 0s
fertilizantes quimicos demonstram ser (Li et al., 2022). Para contornar a situacao
agravante do clima, Portugal tem procurado algumas alternativas. Assim foram criadas
metas a serem cumpridas pelo pais, neste sentido foram criadas duas linhas de atuacao,
sendo elas a reducédo dos gases do efeito estufa na atmosfera e aumentar o sequestro de
carbono nomeadamente como mitigacdo, e fazer com que a populagéo do pais se adapte

as mudancas previstas (APA, 2021).

2.5. Tipos de bioestimulantes

Na agricultura sdo cada vez mais procuradas formas alternativas para aumento da
produtividade nas mais diversas culturas (Silva, 2019). Principalmente com a previséo de
aumento da populagdo mundial, € necessario o aumento da producéo de alimentos, neste
sentido os bioestimulantes tornam-se uma estratégia interessante para a agricultura, sendo
também necessario que a producdo de alimentos seja segura e sustentavel, diminuindo o
maximo possivel a utilizacdo e dependéncia dos produtos quimicos (Zulfigar et al., 2020).

Assim 0s novos bioestimulantes disponiveis no mercado séo utilizados para que

ocorram aumentos significativos na absorcdo dos nutrientes pelas plantas possibilitando



que as estas ndo sofram com os efeitos abidticos, ndo ocorrendo perdas significativas na
producéo (Zouari et al., 2020).

Os bioestimulantes agem através de processos naturais e estimulam as plantas para
que aumentem a eficiéncia dos fertilizantes utilizados, garantindo assim melhores
rendimentos. O uso de bioestimulantes tornam as plantas menos suscetiveis aos stresses
causados durante o ciclo da planta explica European Biostimulants Industry Council
(EBIC, 2022). De modo geral os bioestimulantes mesmo que aplicados em pequenas
concentracfes ainda sdo capazes de impulsionar alteracdes bioquimicas significativas nas
plantas, como auxiliar na melhoria da floragdo, desenvolvimento da planta e possibilitar
um melhor rendimento (Basile et al., 2020). A diversificacdo dos bioestimulantes envolve
a derivacéo de alguns compostos bioldgicos e inorganicos (Brown & Saa, 2015). Por isso
0s bioestimulantes sdo divididos em duas categorias: os de origem microbiana e nao
microbiana. Os de origem microbiana provém de fungos micorrizicos arbusculares
(AMF) e as rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR), enquanto que os de
origem ndo microbiana sdo os bioestimulantes a base de: quitosana (Chi), &cidos humicos
e falvicos (HFA), hidrolisados de proteinas animais e vegetais (PHSs), fosfitos (Phi),
silicio (Si) e os extratos de algas marinhas (SWE) (J. Li et al., 2022), sendo este o utilizado

para o desenvolvimento do ensaio.

2.5.1. Fungos micorrizicos arbusculares

A presenga de micorrizas arbusculares no ambiente leva a uma maior absorcéo de
diversos micronutrientes pelas plantas por ocorrer melhor exploracdo do solo, realizando-
se um aproveitamento notavel na absorcdo de alguns nutrientes poucos méveis como é o
caso do fésforo, zinco e cobre (Sorensen et al., 2008). Desta forma, é muito utilizado na
area da horticultura pois tem uma grande importancia pelo facto de gerar uma maior
amplitude de desenvolvimento de hifas que auxiliam na capacidade de absorcdo de

nutrientes (Rouphael et al., 2015).

2.5.2. Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal

As PGPR sdo agentes bioldgicos presentes no solo, e sdo cada vez mais utilizadas
para minimizar os efeitos colaterais causados pelos stresses pelos quais as plantas passam.

Neste sentido as PGPR levam a uma certa melhoria no rendimento das plantas que passam



por determinados episddios stressantes (Zarei, 2022). Parte destas bactérias tém
capacidades para originar unides mutualisticas e benéficas com boa parte das plantas, o
que possibilita as plantas de terem uma capacidade de tolerar o stresse (Chukwuneme et
al., 2020).

2.5.3. Bioestimulantes de quitosana

Esta classe de bioestimulantes sao obtidas através da desacetilacdo da quitina que
esta presente nos restos de exoesqueleto de camardes e caranguejos e ainda nos residuos
de mariscos. Os bioestimulantes a base de quitosana suscitam melhorias no crescimento
das plantas e aumentam a tolerancia aos stresses bioticos e abidticos que as plantas sofrem

durante seu desenvolvimento (el Amerany et al., 2020).

2.5.4. Bioestimulantes de acidos humicos e falvicos

Estes bioestimulantes podem ser descritos como um estimulante no crescimento
das plantas podendo também melhorar os rendimentos das culturas agricolas. Porém, em
determinadas ocorréncias atuam como promotores de crescimento das raizes por meio
das auxinas (Schiavon et al., 2010). Assim, substancias himicas séo parte integrante do
solo de forma natural, sendo resultado da decomposi¢édo dos sedimentos animais,
microbianos e vegetais, em que sdo separados de acordo com seus pesos moleculares e

solubilidade em huminas (du Jardin, 2015).

2.5.5. Bioestimulantes de hidrolisados de proteinas animais e vegetais

Através de hidrélises quimicas e enzimaticas de certas proteinas séo produzidas
as misturas de aminoacidos e peptideos, estes podem ser de origem vegetal, normalmente
sdo residuos de colheitas ou podem ser por residuos animais, obtidos mediante 0s

subprodutos agroindustriais (du Jardin, 2015).

2.5.6. Bioestimulantes Fosfitos

Os compostos de Phi ndo sdo utilizados somente como bioestimulantes, pois
também sdo caracterizados pelo seu elevado potencial no controlo de doencas importantes

como as causadas pelos Oomycetes com particularidade a Phytophthora sp., e além disso
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também ¢ utilizado nas formulagbes de alguns fertilizantes fosfatados (Thao &
Yamakawa, 2009). Por outro lado, quando utilizado como bioestimulante, o Phi apresenta
resultados interessantes evidenciando que melhora a eficacia na absor¢éo e assimilacéo
de nutrientes, proporcionando tolerancia aos stresses bidticos e abidticos e melhoria da

qualidade das culturas (Han et al., 2021).

2.5.7 Silicio

O silicio, pertence ao grupo dos bioestimulantes de compostos inorgénicos, tendo
utilidades benéficas no desenvolvimento e crescimento de diversas espécies de plantas
proporcionando melhores condi¢bes as plantas diante do stresse bidtico e abiotico
(Hidalgo-Santiago et al., 2021).

2.5.8. Bioestimulantes de extratos de algas marinhas

Os extratos a base de algas marinhas possuem caracteristicas diferenciadas
nomeadamente por serem algas multicelulares de diferentes cores como castanho,
vermelhas e verdes. Este grupo sdo macroscopicos e tém consideraveis fontes de
nutrientes fertilizantes e matéria organica. Por possuirem estas caracteristicas, nos
ultimos tempos, os extratos de algas, tém ganho espago na agricultura sendo pulverizados
nas folhas das plantas para que contribuam para o0 aumento do crescimento das plantas,
aumentando a tolerancia a stresses o que leva a uma melhoria dos resultados produtivos

de enumerar culturas (Bulgari et al., 2019).

2.6. Bioestimulantes que podem ser usados na oliveira

O uso de bioestimulantes é uma pratica cada vez mais popular, cujo principal
objetivo é contornar os mais diversos efeitos causados pelas mudancas climaticas (Gofii
et al., 2018). Tem-se tornado numa opcao viavel na agricultura, pois além das alteracOes
climaticas, as plantas estdo suscetiveis a outros stresses bioticos, como ataque de pragas
e doencas (Zulfigar et al., 2020). Varios autores referem os beneficios do uso dos
bioestimulantes. Num trabalho publicado por Almadi et al. (2020), verificou-se que 0 uso
de bioestimulantes a base de hidrolisados proteicos (Sinergon 3000) teve resultados
interessantes em relacdo ao crescimento do caule, quantidade de biomassa, producéo de

frutos por arvores e também eficiéncia na producdo de azeites nas suas avaliagdes com
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oliveiras jovens em vaso e oliveiras jovens no campo. As aplicagcdes em oliveiras adultas
resultaram em melhores rendimentos e também em resultados mais satisfatérios nas
caracteristicas dos frutos, ocasionando diretamente efeitos favoraveis na qualidade do

azeite proveniente desses frutos (Almadi et al., 2020).

2.7. Atividade antioxidante

A oliveira de acordo com Edziri et al., (2019) tem sido muito investigada devido
ao facto do seu fruto, a azeitona, conter muitos compostos bioativos. Contudo, nos
ultimos anos, as suas folhas tém conquistado espaco nas pesquisas por conterem
importantes metabdlicos secundarios amplamente utilizados para as atividades
hipoglicémicas e hipotensoras. As folhas de oliveira sdo consideradas um subproduto
com elevado potencial, mas que tém sido pouco aproveitadas. Durante todo o ciclo da
planta sdo geradas demasiadas quantidades de folhas, como a colheita dos frutos,
processamento dos mesmos e ainda durante as podas (Ammar et al., 2017).

As composicOes fenolicas quantitativa e qualitativa das folhas da oliveira tém
determinadas variacfes de acordo com as condi¢cdes que estdo expostas, a forma como
sdo armazenas, as condicOes climaticas do ambiente onde se desenvolveram, o tamanho
dos ramos e um fator muito relevante para essas caracteristicas é a cultivar da planta
(Edziri et al., 2019 El & Karakaya, 2009).

Por outro lado, as folhas da oliveira tém por caracteristica a presenca de alguns
compostos importantes como os acidos fendlicos, flavonoides, secoiriddides e glicosideos
secoiridoides quase em todas as partes da planta (Hashmi et al., 2015). Todos estes
compostos fenolicos apresentam atributos nutricionais significativos principalmente pela
sua funcdo antioxidante capaz de proporcionar uma acdo de forma preventiva para

algumas doengas (Ammar et al., 2017).
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3. Material e métodos

3.1. Delineamento experimental

O presente trabalho foi realizado num olival tradicional da Terra Quente
Transmontana, localizado em Sucdes no Concelho de Mirandela nas coordenadas
41°30°7.81 N e 7°15°0.77W pertencente ao distrito de Braganca, na regido Norte de
Portugal e sub-regido de Tras-os-Montes. As plantas do olival pertenciam todas a cultivar
Cobrangosa e tinham aproximadamente 20 anos com um espacamento de plantacdo de
7x7. A parcela selecionada tinha aproximadamente 1,5ha de area e encontrava-se em
regime de sequeiro. Foi feito o delineamento de blocos, onde os fatores analisados foram
quatro diferentes bioestimulantes comerciais nas dosagens recomendadas pelos

fabricantes.

Foram selecionadas 100 plantas que foram divididas em 5 diferentes blocos

contendo 20 plantas. Cada bloco corresponde a um diferente tratamento (Figura 1).
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Figura 1. Local e distribuicdo do ensaio com identificagdo dos tratamentos
(Controlo — sem aplicacdo de produtos; T1 — e-Dalgin; T2- Fitoalgas
green; T3 — Algaman B; T4 — Dalgin MG), (Fonte: Google Earth, 2022).

As denominagbes dos tratamentos foram as seguintes: Controlo, ndo foi feita
nenhuma aplicacdo de produtos durante o periodo de ensaio. T1: foi realizada a aplicacdo
do e-Dalgin a concentracdo de 0,2%. T2: teve a aplicacdo de Fitoalgas green a
concentracdo de 0,1%. T3: foi aplicado Algaman B sendo a concentracdo de 0,2% de
produto. T4: Dalgin MG com a concentragéo de 0,25% do produto. Todos os tratamentos

foram diluidos em &gua. Os produtos utilizados no tratamento 1, 3 e 4 foram fornecidos
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pela empresa Grupo Hubel, empresa especializada na prestacdo de servicos e venda de
produtos de engenharia e tecnologia agronémica. Ja o produto usado no tratamento 2 foi

fornecido pelo agricultor.

3.2. Ensaios de campo

3.2.1. Bioestimulantes utilizados no ensaio

As principais substancias dos bioestimulantes sdo os aminoacidos e hidrolisados
de proteinas, substancias humicas, inéculos e microrganismos e também os extratos de

algas e derivados de plantas (Silva, 2019).

3.2.1.1. Tratamento 1 - e-Dalgin

E um extrato de algas marinhas, com formulacdo a partir de Ascophyllum
nodosum, com constituicdo de micro e macronutrientes, aminoacidos e hidratos de
carbono, possui componentes com a funcdo de aumentar rendimentos, dar vigor as
culturas melhorando a qualidade da planta, além disso contam com alguns promotores de

crescimento naturais (Hubel, 2015).

3.2.1.2. Tratamento 2 - Fitoalgas green

De acordo com a ficha técnica do produto (Tradecorp, 2022), fitoalgas green é um
bioestimulante & base de Ascophyllum nodosun com elevada acéo, o produto conta com
0 extrato puro da alga, dos beneficios citados: € um produto soltvel, totalmente orgéanico,
sustentavel e natural, induz maior e melhor floracdo nas plantas, promove maior
qualidade na producdo, e proporciona a planta uma maior resisténcia aos ataques de
pragas e doengas. E um bioestimulante compativel com muitos fertilizantes e produtos
fitofarmacéuticos. O pH do produto é de 4,5 e sua densidade é de 1,10.

3.2.1.3. Tratamento 3 - Algaman B

Este bioestimulante é a base do extrato da alga marinha Ecklonia maxima e boro,
age na assimilacao e translocacao do calcio, estimula o crescimento de novos tecidos e
tem uma funcéo também repelente, para que planta fique protegida dos ataques de insetos.

Pode ser utilizado no modo de producdo bioldgica (Agriterra, 2021).
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3.2.1.4. Tratamento 4 - Dalgin MG

Na ficha técnica do produto consta que é um bioestimulante & base de
Ascophyllum nodosum, é um produto que permite aplicacdo via foliar e tendo uma rapida
eficacia. Conta com mais de 60 micro e macronutrientes e também com promotores de
crescimento de origem natural. O seu uso € permitido para inimeras culturas incluindo a

cultura da oliveira (Agriterra, 2022).

Os bioestimulantes foram aplicados com as suas respetivas dosagens, com 0

auxilio de um pulverizador manual (Figura 2).

Figura 2. Aplicacdo dos bioestimulantes com recurso a pulverizador
manual.

A primeira aplicagéo foi feita a 02 de maio de 2022 e a segunda no dia 15 de junho
de 2022, totalizando um intervalo de 44 dias.

3.3. Acompanhamento de campo

3.3.1. Avaliagéo do crescimento de ramos selecionados

Durante o ensaio foram realizadas trés medi¢des no olival. Para cada arvore foram
selecionados e identificados quatro ramos (um ramo em cada orientacdo norte, sul, este e
oeste), para avaliar o efeito da aplicacdo dos diferentes bioestimulantes nos ramos
selecionados. Em cada medicdo, nos ramos selecionados, foram avaliados o comprimento
e diametro do ramo e o nimero de folhas (Figura 3). Avaliou-se também o numero de
cachos e o numero de botdes florais dos cachos. Todos estes parametros foram avaliados

no dia 02 de maio de 2022 antes da aplicacdo dos bioestimulantes. Na segunda medicéo
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que ocorreu no dia 15 de junho de 2022, foi avaliado o comprimento, didmetro do ramo
e numero de folhas e avaliou-se também a taxa de vingamento. E na terceira medicdo
ocorrida no dia 01 de outubro de 2022 todos os parametros foram analisados com

diferenga que nessa medicao contou-se o numero de frutos por ramo.

g e

&

Figura 3. Avaliagdo do crescimento de ramos selecionados.

3.3.2. Avaliacéao dos estados fenoldgicos

Semanalmente, foi feito o acompanhamento de campo para avaliar a evolugdo dos
diferentes estados fenoldgicos da planta de acordo com Cantero, (1997), com o objetivo
de wverificar qual o efeito dos bioestimulantes na fenologia da oliveira. O
acompanhamento de campo iniciou-se a partir de 02 de maio de 2022 tendo finalizado no
dia 01 de outubro de 2022. Para ajudar no acompanhamento dos diferentes estados
fenoldgicos foi seguida a metodologia proposta segundo Cantero, (1997), a qual segue
uma escala alfabética (A-J). Esta escala alfabética classifica os diferentes estados
fenoldgicos sendo que o estado A- Representa o estado invernal, a planta encontra-se em
repouso vegetativo; B- Inicio vegetativo, 0s gomos terminais das plantas iniciam o seu
crescimento; C- Aparecimento de botGes florais, os cachos mostram diferentes verticilos
florais; D1- Formacéo da corola, os botdes florais demonstram-se inchados, o célice abre-
se. D2- Mudanga de cor da corola, os botbes florais aumentam de tamanho e hd uma
mudanca na sua coloragdo, alterando de verde para branca-amarela; E- Estames visiveis,
inicia-se a abertura da corola possibilitando a visualizacdo dos estames; F1-
Desabrochamento, as primeiras flores desabrocham; F2- Plena Floragdo, grande parte das
flores ja estdo abertas havendo uma grande emissdo de pélen; G- Frutos formados, o

ovario fecundado aumenta o seu tamanho e é possivel ver o fruto formado, e as pétalas
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comegam a murchar e a cair; H- Lenhificagdo do carogo, o fruto j& tem metade do
tamanho final e oferece resisténcia ao corte; I- Inicio da maturacédo, o fruto tem o seu
tamanho normal e a sua cor comeca a mudar e finalmente a letra J- Significa a maturagéo

completa do frutos.

3.4. Ensaios de laboratério

3.4.1. Colheita das amostras

Para efeitos de anélises laboratoriais foram colhidas em média cinquenta folhas
das dez primeiras arvores (das vinte que cada tratamento continha). As folhas colhidas
foram colocadas em sacos plasticos com as devidas informacdes e postas huma arca
refrigeradora. A primeira colheita de folhas ocorreu no dia 22 de junho de 2022 sendo 51
dias apos a primeira aplicacdo dos produtos e a segunda colheita ocorreu no dia 01 de
outubro de 2022. J& em laboratorio, foram depositadas no frigorifico a temperatura de
5°C, para que ndo ocorresse alteragcbes nas folhas o que poderia induzir resultados
discrepantes nas analises.

3.4.2. Biometria das folhas

A biometria das folhas foi realizada mediante aos parametros biométricos
estabelecidos por (UPOV, 2011), com a utilizacdo de vinte folhas selecionadas
aleatoriamente de dez arvores de cada tratamento. A biometria das folhas foi feita, com o
auxilio de uma régua e uma balanca analitica onde foi avaliado o comprimento e largura

de cada folha e as gramas de biomassa de cada uma.

Figura 4. Avaliacdo dos pardmetros biometricos nas folhas de oliveira.
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3.4.3. Anédlise de clorofilas e carotenoides

A andlise de clorofila foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
(Gholami et al., 2022). Uma massa de 0,1g de folhas cortadas em pequenos pedacos foi
dissolvido em 5 ml de acetona (100%) num tubo de Falcon de 15 ml e posteriormente
homogeneizado por 1 min. O homogeneizado foi posteriormente colocado durante 10
minutos numa centrifuga com 2500 rpm (figura 5). A absorbancia foi medida no
sobrenadante a 470nm, 651nm e 664nm por um espectrofotometro UV-VIS/UV-1280
Shimadzu. Com base nos resultados obtidos das 20 amostras analisadas, foi possivel

calcularos teores de clorofila e carotenoides.

Figura 5. Avaliagéo do teor de clorofilas e carotenoides das folhas de
oliveira.

3.4.4. Atividade antioxidante das folhas de oliveira

Para avaliar a atividade de antioxidantes das folhas de oliveira, foi feito um
extrato metandlico para posteriormente determinar a atividade biologica pelos diferentes
métodos. Apos liofilizagdo das folhas, 1,59 da amostra triturada foi colocada em agitacao
com 50 mL de metanol durante 1h, tendo sido em seguida filtrada através de papel filtro
e diretamente transferida para um bal&o. Este processo foi repetido mais duas vezes até
obter um contetdo de 150 ml de metanol acrescido na amostra. Para fim de quantificacdo
do extrato foi feita uma concentracdo de 100 mg de extrato/ml. A amostra foi armazenada
num tubo de falcon de 15 ml (figura 6), com a respetiva identificagdo no frigorifico.
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Figura 6. Preparacdo de extratos metandlicos para avaliacdo da
atividade antioxidante.

3.4.4.1 Determinacao do efeito bloqueador de radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)

Para a realizacdo do DPPH foram realizadas andlises de 20 amostras por
tratamento utilizando a metodologia de Hatano et al., (1988) que consiste nos seguintes
passos descritos, utilizou-se 300uL da amostra com 2,7mL de solucdo de DPPH (2,4mg
de DPPH em 100mL de metanol), em tubos de ensaio e posteriormente foi realizada a
agitacdo em vortex e deixados em escuro durante o periodo de uma hora. Ao fim desse
periodo realizou-se a leitura das absorbancias num espectrofotometro Genesys™ 10 UV

a 517nm. A percentagem de inibicéo foi calculada pela seguinte férmula:

Apppn — Ag

% de inibicao = x 100

DPPH

Onde:

AopprH representa a absorbancia da solucdo DPPH, ou seja, o branco e Aa considera a
absorbéancia da solugéo contendo o extrato.

3.4.4.2. Fenois totais
Para a possibilidade de determinacdo de fendis totais do extrato das folhas
de oliveira com um total de 20 amostras por tratamento, utilizou-se a metodologia
adaptada que é descrita por Singleton et al., (1999). Para tal, misturou-se 1 ml da amostra

com 1 ml de Folin-Ciocalteau e procedeu-se a agitacdo em vortex, e deixou-se em repouso
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durante trés minutos. Posteriormente foi acrescentado 1 ml de Na2COs saturado com 7,5
ml de &gua destilada e realizada novamente a homogeneizacdo da amostra. Posto isto, a
mistura foi colocada no escuro durante 1 hora e 30 minutos. Apés esse periodo, as leituras
foram feitas num espectrofotdmetro ultravioleta Genesys™ 10 UV a 725 nm. Os

resultados sdo expressos em mg de acido galico/mg de extrato.

3.4.4.3. Poder redutor

A determinagédo do poder redutor igualmente fazendo uso de 20 amostras por
tratamento, foi realizada com base na metodologia descrita por Berker et al., (2007). Para
tal, 1 ml da amostra foi incorporada com 2,5 ml de solucdo tampéo com pHem 6,6 € 2,5
ml de ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s) a 1%, sendo incubada durante 20 minutos a
uma temperatura de 50°C. Apds arrefecimento, procedeu-se a adi¢do de 2,5 ml de acido
tricloroacético a 10% e agitacdao por meio de vortex. Posteriormente, foi recolhido 2,5 ml
de sobrenadante e adicionado com 2,5 ml de agua destilada juntamente com 0,5 ml de
cloreto de ferro (111). Realizou-se a agitacdo em vortex e passados dois minutos, as leituras
das absorbancias foram executadas através do espectrofotometro ultravioleta a 700 nm.

Os resultados sdo apresentados em mg Trolox/g de amostra.

3.5. Andlise estatistica

Aplicou-se a andlise de variancia one-way (one-way ANOVA) para avaliar a
existéncia de efeitos estatisticamente significativos do comportamento dos
bioestimulantes no crescimento dos ramos, biometria das folhas, clorofilas e carotenoides
e atividade antioxidante. A influéncia do efeito dos bioestimulantes (ou seja, controlo,
T1, T2, T3 e T4) na atividade antioxidante de folhas de oliveira da cv. foi também
avaliado usando analise de componentes principais (PCA:3D), uma técnica de
reconhecimento de padrdo multivariada ndo supervisionada. As andlises estatisticas

procederam-se no software livre RStudio (verséo 3.6.2).
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4, Resultados e discussdes

4.1. Resultados do ensaio de campo

Durante o periodo de maio a outubro de 2022, foram feitas semanalmente
observagdes no campo no para avaliar o efeito da aplicacao de diferentes bioestimulantes
a base de algas no crescimento, floracdo, vingamento, nimero de frutos e composi¢édo
quimica das folhas de oliveira da cv. Cobrancosa. Os resultados obtidos estdo descritos

nas secgdes seguintes.

4.1.1. Estados fenoldgicos

A coleta de dados sobre a evolucao dos estados fenoldgicos das plantas teve inicio
a partir do dia 02 de maio de 2022 onde foram avaliados semanalmente e registradas as
suas evolugdes. As avaliacdes foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por
Cantero (1997), usando como referéncia a escala alfabética de A-J. Contudo, as
avaliacdes ocorreram apenas até as plantas atingirem o estado fenoldgico H. De acordo
com os resultados obtidos através da Figura 7, pode observar-se que quando se iniciou o
acompanhamento de campo, a maior parte das plantas avaliadas estavam em inicio
vegetativo, onde os gomos terminais das plantas iniciavam o crescimento (B). As
percentagens variaram de acordo com o tratamento. Observou-se que as plantas
submetidas aos tratamentos 1 e 2 que tiveram aplicagdo dos produtos e-dalgin (1) e
Fitoalgas Green (2) apresentaram uma fenologia mais tardia comparativamente aos
demais tratamentos e ao controlo. Na observacao feita em 09 de maio de 2022, as plantas
alteraram a sua fenologia em relacdo a observagdo anterior. Nesta observagdo podemos
verificar que o0 controlo apresentou estados fenolégicos mais avangados
comparativamente com os tratamentos com os diferentes bioestimulantes. Pode ainda
observar-se que o controlo apresentou 43% em estado em D1, uma vez que aqui ja era
possivel observar a formacao da corola onde os botdes florais se mostram inchados, com
o célice aberto e corola maior que o célice. Esta mudanca nos estados vegetativos do
olival so foi possivel apds 0 aumento nas temperaturas, o qual possibilitou que a planta
iniciasse as suas atividades de desenvolvimento. Relativamente ao estado fenoldgico F1
- inicio da floragdo (F1), esta foi apenas observada a partir do dia 16 de maio de 2022
com as mais divergentes percentagens entre os tratamentos analisados, sendo o
tratamento 3 o primeiro tratamento que atingiu o maior valor (29,50%) referente a esse

estado.
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Estado Maio Junho Julho Agosto Setembro
fenolégico 2 9 16 19 24 26 30 2 6 15 22 4 2 1
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Figura 7. Evolugdo dos estados fenoldgicos nas plantas com aplicacdo de
diferentes bioestimulantes.
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A floracdo das oliveiras tem grande importancia para a producao final das plantas,
com capacidade direta de interferir significativamente no rendimento dos frutos, desta
forma é considerada uma fase extremamente critica (Medina-Alonso et al., 2020). A plena
floracdo (F2) do olival teve inicio a partir do dia 19 de maio de 2022 com percentagens
mais expressivas no tratamento 2, tendo sido este o primeiro a atingir a maior
percentagem de plantas nesse estado fenoldgico. A floracdo plena no olival teve uma
duracdo de 7 dias, exceto o controlo e o tratamento 4, que no 14° dia ainda apresentavam
uma pequena percentagem de floracdo, sendo que o tempo da plena floracéo é o evento
mais avaliado/expressivo em relacdo a fenologia da cultura da oliveira (Hamze et al.,
2022). A floracdo na oliveira é varidvel de acordo com o modo de cultivo, sendo que em
pomares tradicionais de sequeiro, pomares intensivos e superintensivos variam no sentido
da época em que as plantas florescem, tendo ligacdo especial pois cada modo de cultivo
existem em diferentes lugares e também plantas cultivadas em pomares sua floracao pode
durar até 20 dias, sendo assim, o tempo obtido de floracdo do pomar onde se encontrava
0 ensaio estd de acordo com o que diz Fernandez, (2014).

Contudo, mudancas na evolucdo dos estados vegetativos das plantas foram
ocorrendo no decorrer do més de maio, com duracdo entre um estado e outro com
pequenos espacos de tempo, porém durante todo o més de junho até a avaliacdo do dia
04 de julho de 2022 as plantas permaneceram constantes com frutos ja formados, com
aumento do seu tamanho podendo ser visualizado. Por outro lado, a evolucéo do estado
fenoldgico s6 ocorreu nas duas ultimas avaliagfes, sendo o estado fenoldgico verificado
no olival foi 100% em H onde o fruto j& apresentava lenhificacdo do caroco e o fruto ja

apresentava metade do seu tamanho final.

4.1.2. Avaliacéo da aplicagdo dos bioestimulantes no crescimento da planta

De forma a avaliar o crescimento da planta, foram feitas medic6es de diferentes
parametros em ramos selecionados em duas epocas distintas. A primeira medicao foi feita
no dia 02 de maio de 2022, onde ndo tinha sido aplicado qualquer bioestimulantes. Nesta
medicao foi feita a medicdo do comprimento e didmetro do ramo bem como do nimero
de folhas, numero de cachos e numero de botdes florais dos cachos. Ainda na segunda
medic¢do ocorrida no dia 15 de junho de 2022 , foi avaliado o comprimento e didmetro do
ramo, bem como o numero de folhas e o numero de vingamento por ramo. Na terceira

medicdo que ocorreu apds a aplicacdo de dois tratamentos com bioestimulantes, a 01de
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outubro de 2022, foi avaliado o comprimento e didmetro do ramo, bem como o ndmero
de folhas e o numero de frutos por ramo. Foi calculada também a taxa de vingamento. Os
resultados obtidos mostram (Tabela 1) que o didmetro médio de ramo antes da aplicacao
dos bioestimulantes variou entre 2,22 e 2,72 mm, sendo o menor valor observado em T3
e 0 maior valor no controlo. Apds a aplicacao dos bioestimulantes, os valores do diametro
médios dos ramos variaram de 2,48 e 3,05 mm para 0s mesmos tratamentos.

Em relacdo ao comprimento dos ramos selecionados, verificou-se que antes da
aplicacdo de bioestimulantes este variou de 72,78 mm em T4 e 115,30 mm no controlo.
Apos a aplicacdo, este variou de 84,43 mm e 128,20 mm nos mesmos tratamentos.
Verificou-se também que ap6s a aplicagdo dos bioestimulantes, as diferencas
significativas observadas antes do tratamento foram diluidas apos tratamento. Isto mostra
claramente que a aplicagdo dos bioestimulantes promovem maior crescimento do ramo,
com excec¢édo do T4, onde foi observado menor crescimento.

Em relagdo ao numero de folhas por ramo, esse variou de 13,53 em T4 e 16,95 em
T1 antes a aplicacdo. Apos a realizacdo dos diferentes tratamentos com bioestimulantes,
T4 foi aquele onde se observou menor valor médio de folhas por ramo, com 13,57 por
outro lado onde se observou maior nimero de folhas foi no controlo com 18,13. Embora
0 nimero de folhas tenha aumentado no controlo ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos.

Para o numero de frutos vingados pode verificar-se que o tratamento 3 nédo se
encontra com média pelo facto de ndo apresentar frutos, sendo que para esse parametro
somente foi encontrado diferencas significativas no tratamento 4, o qual apresentou
menor média, de 0,18 por ramo, ficando a frente somente do tratamento 3 em que a media
foi de 0. e a maior média encontrada entre os tratamentos foi no 1 que foi de 0,53 frutos

vingados.
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Tabela 1. Pardmetros vegetativos e reprodutivos dos ramos de oliveira antes e apds aplicacdo de bioestimulantes.

R . Tratamentos
Parametros avaliados Controlo T1 = T3 Ta Valor de P
Antes da aplicago 2,7240,30a 2,51+0,23b 2,59+0,28ab 2,2240,19¢ 2,38+0,29bc
Diametro do ramo (mm) (2,17-3,36) (2,17-2,99) (2,04-3,19) (1,87-2,75) (1,85-3,01) <0,0001
Apbs 2% aplicacio 3,05+0,19a 2,60+0,24bc 2,66+0,26bc 2,48+0,36¢ 2,73+0,25b
(2,71-3,40) (2,21-2,99) (2,10-3,20) (2,03-3,46) (2,25-3,15)
L 115,30£19,41a 96,20+26,50b 95,54+15,92b 104,56+22,75ab 72,28+14,75¢c
Antes da aplicacdo
Comprimento do ramo (mm) (65,25-143,75)  (57,50-154,00)  (69,00-118,50) (71,75-145,25)  (43,00-106,00)) <0,0001
Apés 22 aplicaco 128,20+16,94a  115,76+24,18a 111,49+22,42a 119,70+22,45a 84,43+16,61b
(98,25-160,25)  (76,50-166,25)  (74,00-150,00) (84,75-168,25) (56,25-126,75)
Antes da aplicago 16,80+1,80a 16,95+3,01a 15,70+1,61a 16,83+2,94a 13,53+2,12b
NO de folhas (14,50-18,38) (12,38-20,88) (13,75-17,17) (13,25-21,13) (10,38-16,88) <0,0001
Apbs 2% aplicacio 18,13+2,63a 15,76+3,08ab 16,04+1,87a 16,83+3,54a 13,57+2,13b
(15,63-19,50) (11,13-18,38) (13,63-18,63) (13,63-22,46) (11,50-17,88)
Antes da aplicago 7,89+1,57a 7,28+2,10ab 7,75+1,13a 8,39+2,36a 5,94+1,45b 0.0005
N° de cachos (6,25-9,00) (5,75-11,00) (6,08-9,38) (5,88-11,25) (4,04-8,13) '
Apds 28 aplicagdo - - - - -
Antes da aplicacao - - - - -
Ne° de frutos Apés 2¢ aplicacio 1,13+0,75a 1,09+0,60a 1,22+0,49a 0+0,85a 0,82+0,65a 0.426
(0,38-2,13) (0,50-2,25) (0,80-1,75) (0,38-2,00) (0,25-1,88) '
Antes da aplicago 13,78+1,28a 14,12+1,28a 14,53+1,98a 14,32+1,28a 14,05+1,56a 0.579
N° de botdes florais (11,56-16,) (12,69-15,56) (11,69=16,75) (13,00-15,13) (12,06-15,88) '
Apds 28 aplicagdo - - - - -
Antes da aplicacao - - - - -
N° de frutos vingados Apés 2° aplicagio 0,48+0,22a 0,53+0,19a 0,5040,23a 0£0,36a 0,18+0,15b <0.0001
(0,19-0,75) (0,38-0,75) (0,38-0,63) (0,19-0,88) (0,06-0,38) '

Anélise de variancia (valor de p indicado). Letras iguais nas linhas ndo indicam diferenca significativa das médias de acordo com o
teste de Tukey (p <0,05).
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4.1.3. Taxa de crescimento do diametro do ramo

Comparando os valores obtidos antes e apos aplicacdo dos bioestimulantes, ndo
foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos (Figura 8). Os valores
obtidos diferem dos resultados que foram encontrados por Almadi et al., (2020), que
avaliaram oliveiras jovens em vaso, onde as plantas tratadas com bioestimulantes tiveram
maior crescimento do didmetro do caule desde o inicio até o fim do ensaio realizado, e
essas diferencas de crescimento entre as plantas tratadas e as plantas controle aumentaram

constantemente até o encerramento do ensaio.
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Figura 8. Percentagem de crescimento do didmetro do ramo durante a realizacdo  do
ensaio.

4.1.4. Taxa de crescimento do ramo

Para o crescimento do ramo (Figura 9) foram encontradas diferencas significativas
entre alguns tratamentos. O controlo e T1 diferenciaram-se entre si significativamente
com valores que variam entre 0s 9,09 e 22,77% respetivamente. Nos demais tratamentos
n&o foram observadas diferencas significativas entre si e em comparagdo com o controlo
e 0 T1. O s resultados obtidos sao diferentes dos encontrados por Oliari et al. (2013) onde
qguando nenhum dos tratamentos com a aplicacdo de bioestimulante a base de algas

Ascophyllum nodosum se diferenciaram entre si, na cultura da ameixeira.
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Figura 9. Percentagem do crescimento do ramo.

4.2. Resultados do ensaio em laboratério

4.2.1. Biometria das folhas

No que diz respeito aos pardmetros biométricos analisados nas folhas (Tabela
2), os resultados mostram que a aplicacdo de bioestimulantes exerceu alguma alteracao
na folha. Relativamente ao peso, observou-se que este variou entre 0,159 em T2 e 0,19¢
em T1 antes do tratamento. Apos o tratamento, verificou-se que os valores variaram entre
0,21g e 0,23g, contudo ndo foram observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos. Estes resultados mostram que os bioestimulantes contribuiram para a folha
atingir o seu peso maximo, acdo ndo observada antes da aplicagcdo dos bioestimulantes.
Em relacdo ao comprimento das folhas, os resultados obtidos mostram que este variou de
59,89mm em T3 e 66,30mm em T1 antes da aplicagdo dos diferentes tratamentos. Apds
a aplicacdo, verificou-se que este variou entre 66,70mm e 69,27mm, contudo ndo foram
observadas diferencgas significativas entre os tratamentos. Mais uma vez, observa-se que
0s bioestimulantes tém uma acdo positiva no crescimento das folhas.

Nas avalia¢Oes da largura da folha observou-se que a mesma variou de 8,92mm
em T2 e 9,58mm em T1 antes da aplicacdo. Apo6s a aplicacdo dos diferentes
bioestimulantes, os valores variaram de 9,95mm e 10,76mm n&o sendo observadas

diferencas significativas entre os diferentes tratamentos.
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Tabela 2. Pardmetros biométricos avaliados nas folhas de oliveira com diferentes tratamentos (mediatdesvio padrdo).

. . Tratamentos
arametros niometricos adas 1olhas alor ae
P tros biométricos das folh pev—" - o - - Valor de P
ontrolo
Antes da anlicacio 016 £0.02b 0,19+0,03a 0,15+0,01b 0,16+0,02b 0,16+0,01b <0.0001
peso s fohts 4 plicag (0,13-0,19) (0,15-0,24) (0,13-0,17) (0,14-0,20) (0,14-0,19) *
€S0 das T1olhas (9
Anbs 2 ablicacio 0,22+0,01a 0,23+0,02a 0,22+0,02a 0,21+0,02a 0,21+0,03a 0.0786
P plicag (0,20-0,26) (0,21-0,28) (0,18-0,27) (0,18-0,24) (0,15-0,24) '
Antes da alicacio 61,094291b 663044002  60,53+2,07b  59,89+451b  62,27+2,69b <0.0001
plicag (55,00-65,40)  (57,10-72,90)  (56,90-64,60)  (49,20-65,30)  (56,80-65,70) ’
Comprimento das folhas (mm)
Aoos 2 aplicacio | 6754£226a 689143682  6927x244a  66,70:275a  67,40:358a 0.0454
P plicag (63,80-72,90)  (61,50-75,10)  (63,90-76,00)  (62,40-71,10)  (58,00-71,80) '
Antes da aplicaco %:1020.58ab 9,58+0,58a 8,92+0,62b 9,25+0,68ab  9,14+0,58ab <0.0001
plicag (7,90-10,10)  (8,50-10,50)  (8,10-10,30)  (8,10-10,40)  (8,00-10,10) ’
Largura das folhas (mm)
Apos 2% anlicacio  10:19:052a  10,76+213a  10,12+0,66a 9,95+0,79 10,22+0,58a 0.203
P plicag (9,20-11,00)  (9,30-19,60)  (9,40-11,80)  (8,70-11,30)  (8,70-11,20) ’

Foi aplicada a anélise de variancia (valor de p indicado) onde as letras iguais nas linhas ndo indicam diferenca significativa das médias

de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).
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4.2.2. Clorofila e carotendides

As clorofila e carotendides sdo os principais pigmentos que existem na folha em
quantidades variadas. Esta varia de acordo com varios fatores tais como o sistema de
conducéo, a fertilidade, a rega, a idade da planta ou ainda podem variar caso a planta
passe por estresses abioticos (Feret et al., 2008). A clorofila é o pigmento com grande
importancia para as folhas pois é responsavel pela absorcao da radiacéo fotossintética que
é refletida na atividade fotoquimica do fotossistema 11, nesse sentido a clorofila absorve
a energia luminosa e a transforma em energia quimica, mas essas absorc¢des tem variacdes
de acordo com a espécie da planta, sua fisiologia e morfologia (Zhuang et al., 2021).

Na determinacdo das clorofilas (Figura 10a), observou-se que a aplicacdo de
bioestimulantes influéncia a sua composicdo, sendo que os teores de clorofila variaram
de 8,68 ug/mL a 11,48 pg/mL. Foram observadas diferencas significaticas na aplicacédo
dos diferentes bioestimulantes, como no T3, o qual apresentou maior teor de clorofila e
nos tratamentos T2 e T4, que apresentaram 0s menores teores. Na determinacdo da
clorofila apds a segunda aplicacéo de bioestimulantes, 0 mesmo néo foi observado. O teor
de clorofila variou entre 14,96 pug/mL e 18,83 pug/mL, contudo ndo foram observadas
diferencas significativas entre os diferentes tratamentos com diferentes tipos de
bioestimulantes.

As concentracOes dos pigmentos de clorofila observados podem ter ocorrido por
influéncia da idade que as folhas apresentavam na segunda avaliacao, ndo sendo somente
aumentos devido a aplicacdo dos bioestimulantes (Brahmi et al., 2012). Em estudo
realizado por Taskos et al., (2019), que aplicaram um bioestimulante a base de extrato de
Ascophyllum nodosum, juntamente com a fertilizagéo utilizada a base de N, verificou que
os teores de clorofila da copa das videiras utilizadas no ensaio foram claramente mais
expressivos.

Na determinagéo dos carotenoides (Figura 10b), verificou-se que a aplicacdo de
bioestimulentes ndo exerce qualquer efeito sobre estes. Na primeira aplicacéo foi possivel
observar que o seu teor variou entre 0,75 pg/mL a 0,91 pg/mL, enquanto que na segunda
aplicacdo o teor variou de 0,81 pg/mL a 1,16 pg/mL. Em ambas aplicagdes ndo foram
observadas diferencas significativas com a aplicacdo dos diferentes bioestimulantes a

base de algas.
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Figura 10. (a) Valores médios de clorofila total (ug/ml) e (b) carotenoides (ug/ml) nos dois momentos de coleta das folhas.
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4.1.3. Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH

O efeito bloqueador de radicais livres de DPPH, permite medir a percentagem de
sequestro de radicais livres presentes nas folhas. Quanto maior for o seu valor, maior sera
a capacidade antioxidante da matriz. No caso da figura 11, pode-se observar a
percentagem de inibigao nos diferentes tratamentos. Foi avaliado a atividade antioxidante
em dois momentos distintos aos quinze dias apds primeira aplicacdo de bioestimulantes
e quinze dias apos o reforgo, com a segunda aplicacdo de bioestimulantes. Os resultados
obtidos, mostram que a percentagem de inibicéo variou entre 48,41% a 55,78 %. Foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos com principal destaque para o
controlo, T2 e T4 que apresentaram os valores mais elevados. J& o contrério foi observado

em T1, onde foram observados os valores mais baixos de atividade antioxidante.
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Figura 11. Valores medidos do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (%) obtidos
nas folhas de oliveira ap6s aplicagdo em duas datas distintas dos diferentes
bioestimulantes.

Nos resultados obtidos apds a segunda aplicagdo, observa-se que ocorreram
mudancas quando comparadas com a primeira aplicacdo. Pode-se observar que o controlo
e 0 T1 foram os tratamentos que apresentaram maior atividade antioxidante, com valores
médios de 53,17% e 52,87%, respetivamente. Ja os tratamentos 2,3 e 4 foram aqueles que
apresentaram menor atividade antioxidante com valores de 45,10%, 46,62% e 45,76%,
respetivamente, sem diferencas significativas entre si. Assim pode-se observar que
existem diferencas significativas com a aplicagdo dos diferentes bioestimulantes.
Contudo, os valores alteram com o tempo de aplicacdo, isto pode ser resultado da

biossintese de metabolitos secundarios produzidos pelas oliveiras, provocados por
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estresses abidticos (Brito et al., 2019), pois resultados diferentes foram encontrados por
Graziani et al., (2022) em que as plantas que foram tratadas com bioestimulantes com
misturas de algas marinhas tiveram valores superiores de antioxidantes quando
comparadas com as plantas que ndo receberam o tratamento. Entdo a possivel explicacdo
para tal fato foi que as plantas passaram por um stresse hidrico severo ocorrente devido
provocado pela falta de precipitacdo e temperaturas acima do normal que foram
registradas na regido (IPMA, 2022).

4.2.4. Fendis totais

Os valores de fendis totais estdo representados na Figura 12. Relativamente aos
resultados obtidos nas folhas ap0s a primeira aplicacdo de bioestimulantes, verificou-se
que estes variaram de 32,52 mg acido Gal/g de amostra e 42, 27 mg acido Gal/g de

amostra.
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Figura 12. Teor de Fendis Totais expressos em mg ac. Gal./g de amostra obtidos nas
folhas de oliveira apos aplicacdo em duas datas distintas dos diferentes bioestimulantes.

Na primeira avaliacdo foram observadas diferencas significativas, com principal
destaque para 0 T4 como o tratamento que apresentou o maior teor de fendis totais
seguido do T3 e T2, enquanto o T1 apresentou o menor teor de fendis totais. Nos
resultados obtidos nas folhas de oliveira apds a segunda aplicacdo, verificou-se que 0s
valores de fenois totais variaram de 40,75 mg acido Gal/g de amostra a 60,27 mg acido
Gal/g de amostra. Pode-se observar que existem diferencas significativas, com principal
destaque para o T4, que foi mais uma vez o tratamento que apresentou maior teor de
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fenais totais, onde ocorreu um aumento expressivo, principalmente se comparado ao T2
que foi o tratamento com menor valor em fendis totais obtido. A aplica¢do de Dalgin MG
(T4) na concentracdo de 0,25%, mostrou melhor desempenho nesse parametro de
avaliacdo. Tais valores podem ser explicados pelo fato de que certos bioestimulantes
articulam e modificam os teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante das
folhas de oliveira (Graziani et al., 2022). Outros estudos relacionados com a aplicacédo de
bioestimulantes em ervas utilizadas como especiarias, mostram um aumento de fendis
totais (Pichyangkura & Chadchawan, 2015).

4.2.5. Poder redutor

Relativamente ao poder redutor (Figura 13), os resultados obtidos sé&o
contraditérios aos valores obtidos nos fendis totais. Pode se observar que os valores de
poder redutor na primeira aplicacdo variaram de 125,46 mg Trolox/g amostra a 139,34
mg Trolox/g amostra.
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Figura 13. Valores médios de absorvancia a 700 nm determinados no ensaio do poder
redutor expressos em mg Trolox/g amostra. obtidos nas folhas de oliveira apds aplicacao
em duas datas distintas dos diferentes bioestimulantes.

Contudo ndo foram observadas diferencas significativas nos diferentes
tratamentos apos a primeira aplicacdo de bioestimulantes. O mesmo néo foi observado
apos a segunda aplicacdo. Na figura 14, pode se observar que nesta aplicacdo, os valores
de poder redutor variaram de 73,96 mg Trolox/g amostra a 110,01 mg Trolox/g amostra,
mostrando um abaixamento na atividade antioxidante de todos os tratamentos. Foram

observadas diferencgas significativas com principal destaque para o controlo, T1 e T4, 0s
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quais apresentaram maior teor de antioxidantes. Ja o tratamento T2 e T3 foram aqueles
que apresentaram menor teor de antioxidantes. Como pode ser observado na Figura 14, a
atividade antioxidante medida pelos métodos de DPPH, Fenois totais e Poder redutor,
permitiram a diferenciacdo ndo supervisionada de acordo com a aplicacdo de diferentes
bioestimulantes.

A visualizacdo do grafico PCA-3D, cujos 3 primeiros componentes principais
(PCs) explicaram 99,9% da variabilidade dos dados), mostra claramente que o T4 se
distingue facilmente dos tratamentos restantes. Entre os diferentes métodos, os fendis
totais foram os que mais contribuiram para a classificagdo ndo supervisionada dos
bioestimulantes. O método de DPPH foi o mais relevante para a diferenciacdo dos

tratamentos controlo e T2.

Controlo
T1

= T2
T3

T4

PC3 - PC 1

Figura 14. Anélise de componentes principais (PC1: 58,5%, PC2: 28,5% e PC3: 12,9%)
com base na atividade antioxidante ap6s segunda aplicagdo (DPPH, Fendis totais e Poder
redutor): gréfico 3D mostrando o reconhecimento padrdo ndo supervisionado de acordo
com o tratamento com diferentes bioestimulantes (Controlo, T1, T2, T3 e T4) com base
na atividade antioxidante de folhas de oliveira da cv. Cobrancgosa.
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5. Conclusdes

Referente a andlise dos estados fenoldgicos verificou-se que a aplicacdo de
bioestimulantes atrasa ligeiramente a fenologia da planta, resultados semelhantes aos
descritos em literaturas anteriores. Nos parametros biométricos dos ramos escolhidos para
a realizacdo das medicdes antes e pos aplicacédo dos produtos, verificou-se que a aplicacédo
dos bioestimulantes promoveu um ligeiro crescimento do ramo e da folha.

Ainda nas avaliagdes laboratoriais, referente as clorofilas e carotenoides diante
dos valores apresentados ndo foi possivel a visualizacdo de grandes diferencas entre 0s
tratamentos, apenas diferencgas de valores entre os momentos das avaliagbes. A mesma
situacdo ocorreu nos valores medidos do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH,
guantificados em percentagens, pequenas diferencas foram notadas somente entre o
periodo de avaliagdo entre os tratamentos ndo foram notadas expressivas diferengas.
Nos teores de fendis totais foi possivel a verificacdo de um salto significativo nos valores
do tratamento 4, onde apds a segunda aplicacdo se destacou significativamente em
comparacdo aos demais tratamentos, e dessa forma é possivel concluir ocorreu a
intervencdo da aplicagéo do produto dalgin Mg utilizado no tratamento 4, assim podemos
concluir que a aplicacdo de bioestimulantes favorece a formagéo destes compostos.

Na avaliacdo do poder redutor os resultados encontrados sofreram visiveis
diminuicbes da primeira avaliacdo para a segunda, podendo ser resultados dos
metabdlitos secundarios por algum efeito que foi provocado por stresses abidticos. Os
resultados gerados sao preliminares, serdo necessarios mais anos de ensaio e estudos com
outras cultivares no sentido de perceber melhor o efeito dos bioestimulantes no

crescimento e composicao da planta.
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