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Resumo

A oliveira ¢ uma cultura sujeita ao ataque de varias doengas, sendo uma das mais
importantes a antracnose, uma vez que pode afetar a totalidade da produgdo e causar
depreciagdo do azeite pela presenca de frutos contaminados. Com a limitagdo crescente
no uso de fungicidas, a busca de métodos alternativos para o controle de algumas doengas
tem sido uma prioridade. Neste trabalho avaliou-se, em trés cultivares ('Galega vulgar’,
"Cobrangosa’, "Picual’) o efeito que a aplicagdo de célcio origina ao nivel das paredes
celulares dos frutos, no aumento da resisténcia epidérmica dos mesmos, de maneira a
atrasar ou evitar a contaminagdo pela antracnose por fungos do género Colletotrichum.
Os efeitos da aplicagdo de célcio foram mais evidentes na cultivar Galega vulgar que
apresentou menor percentagem de frutos sintomaticos, bem como uma maior presenca de
calcio nas paredes celulares resultante da aplicacdo foliar, em comparagdo com as outras

variedades.

Palavras-chave — Oliveira; Calcio; Antracnose; Adubagao Foliar; Paredes celulares;
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Effect of calcium foliar fertilization in cell walls of three olive cultivars in the

anthracnose control
Abstract

The olive tree is susceptible to many infectious diseases caused by fungus. One of
the most important diseases is Anthracnose, affecting, in certain years, the entire tree
production. Affected fruits will cause degradation and, consequently, alter the
organoleptic characteristics of the oils. The search for more sustainable production
systems and the minor use fungicides leads to the search of alternative methods for
disease control. In this work, it was evaluated, in (‘Galega vulgar’, "Cobrangosa’,
"Picual’) the effect of the calcium application to the fruits, in the resistance of the fruit
cell walls in order to delay or avoid the fruit contamination by fungus of the
Colletotrichum genus (Anthracnose). The effects of calcium application were more
evident in the ’Galega wvulgar’ cultivar, which presented a lower percentage of
symptomatic fruits, as well as a greater presence of calcium in the cell walls resulting

from foliar application, compared to the other varieties.

Keywords — Olive tree; Calcium; Cell walls; Anthracnose; Foliar Fertilization
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1. Introduciao

A oliveira (Olea europaea L.) ¢ uma espécie ancestral e o seu cultivo remonta a
antiguidade. E uma espécie que estd otimamente adaptada ao clima mediterranico e o seu
cultivo encontra-se distribuido no mundo em paises com estas carateristicas climaticas.
Na atualidade e a nivel mundial, cerca de 95% da superficie oleicola mundial esta
concentrada na Bacia Mediterranica, sendo que os paises produtores da Unido Europeira
(Espanha, Italia, Franca, Grécia, Portugal, Chipre, Croacia, Eslovénia e Malta) sdo
responsaveis por 64% da produ¢do mundial (Casa do Azeite, 2020). Em Portugal,
estende-se por 377 mil hectares, todos no continente, sendo a esmagadora maioria 372
mil hectares destinados a producdo de azeitona para azeite (INE, 2020). O Alentejo ¢ a
regido olivicola com maior area de olival, com cerca de 205 mil hectares direcionados
para a producdo de azeite (INE, 2020).

Para que a producdo de azeitona seja competitiva e rentavel ter-se-4 que ter em
conta varios fatores, sendo a fitossanidade um dos fatores mais limitantes. Dentro de todas
as doencas e pragas que afetam o olival, a antracnose da oliveira, ¢ uma das doencas que
mais afeta a producdo, pelo seu ataque direto aos frutos, principalmente na altura da
maturagdo, mas também porque afeta a arvore provocando desfoliacdo e morte dos ramos
afetados. Esta doenca pode ser provocada por dois complexos de espécies de fungos
pertencentes ao género Colletotrichum, o complexo Colletotrichum acutatum sensu
lato (s.l.) e o complexo Colletotrichum gloeosporioides (s.l.) (Sreenivasaprasad &
Talhinhas, 2005); Damm et al., 2012; Weir et al., 2012).Em Portugal, com cerca de 97%,
o complexo hegemonico € o acutatum (Talhinhas et al., 2003).

Os sintomas mais graves desta doenga sdo visiveis principalmente nos frutos na
fase de maturagdo, sendo visiveis no outono, e caraterizam-se por lesdes enegrecidas,
geralmente em depressao, com produgdo abundante de massas mucilaginosas de esporos
de cor laranja caraterizados por acérvulos (Graniti et al., 1993; Amaro,1997)

O aumento da gravidade da doenca, varia com as condi¢des ambientais favoraveis
ao seu desenvolvimento, humidade relativa elevada e presenca de chuva, grau de
suscetibilidade da variedade e a viruléncia do agente patogénico, ¢ ainda evidente o
aumento da suscetibilidade do fruto a doenga, a medida que a maturagdo do fruto aumenta
(Caciola et al., 2012). A medida que decorre a maturagdo, aumenta a possibilidade do
rompimento da epiderme e a degradagdo das paredes celulares dos frutos e com isso, o

aumento da suscetibilidade a infecdo do Colletotrichum spp. Como consequéncia desta



doenca, o azeite produzido a partir de azeitonas infetadas, apresenta fraca qualidade
devido ao aumento da acidez, dos valores de peroxidos, a diminui¢do da estabilidade
oxidativa e dos compostos fendlicos (Carvalho et al., 2008).

Sabendo-se que a degradagdo da parede celular ¢ um dos principais motivos para
a maior ou menor facilidade da entrada de agentes patogénicos para o interior dos tecidos
vegetais (Agrios, 1998), a sua fragil constituicdo, muitas vezes provocada por uma
deficiéncia em calcio poderd ocasionar maior facilidade da degradacdo dessa parede
celular.

A deterioragdo das paredes celulares do fruto, para a grande maioria das espécies,
ocorre como um processo normal e natural associado a maturacao e contribui para a perda
de firmeza dos tecidos (Rato, 2009).

O célcio ¢ um constituinte indispensavel da parede celular (Poovaiah 1998),
possibilita estabilidade das paredes celulares e a manutencdo da permeabilidade seletiva
das membranas celulares (Marschner, 1995). Mesmo com teores de calcio do solo ideais,
podera existir deficiéncia ao nivel de fruto o que pode originar problemas fisiologicos
como o “bitter pit” ou o fendilhamento dos frutos. Além da redugdo dos acidentes
fisioldgicos, a presenca de calcio nas paredes celulares leva a um aumento da resisténcia
desta estrutura, o que podera contribuir para uma reducio da suscetibilidade das plantas
a determinados fungos.

A deficiéncia de calcio nos frutos, deve-se a baixa translocagdao do calcio no
floema, e ao facto da translocacdo xilémica ocorrer apenas nas fases inicias de
desenvolvimento dos frutos associada as elevadas taxas de transpiracdo do fruto que
ocorrem nesta fase. A caréncia deste catido podera ser responsavel por uma debilidade na
cuticula dos frutos, o que os torna mais suscetiveis a acdo de fungos e pragas, originando
a sua entrada e posteriormente a sua contaminagdo (Caeiro, 2020). Desta forma, a
suplementagdo dos frutos em célcio ¢ efetuada muitas vezes por pulverizagdes foliares,
pois nas fases finais de desenvolvimento dos frutos esta ¢ a forma mais eficaz de aumentar
os niveis deste catido nos tecidos. A evidéncia de que este catido se deposite nas paredes
celulares como consequéncia da sua aplicacdo aos frutos ainda ¢ duvidosa ja que a maioria

dos trabalhos se limitam a quantificar o célcio total presente nos frutos.



2. Objetivo

O objetivo deste trabalho consistiu em estudar os efeitos da aplicagdo de célcio
por via foliar, como potenciador da resisténcia da parede das células dos frutos, utilizando
para estudo trés cultivares (‘Galega Vulgar’, ‘Cobrangosa’, "Picual’), com diferentes
graus de suscetibilidade a antracnose. De modo a relacionar a capacidade de entrada na
azeitona pelo fungo Colletotrichum acutatum, efetuaram-se quatro aplicacdes de formiato
de célcio apds o vingamento dos frutos e com intervalos de 15 dias entre si. Tendo sido
depois avaliado a taxa de colonizagdo dos frutos pelo fungo e correlacionado estes dados
com as quantidades de célcio presentes nas paredes celulares, analisadas por

espectrofotometria de absor¢do atdmica.



3. Revisao Bibliografica

3.1. O cultivo da oliveira
3.1.1. A origem e importincia da cultura da oliveira

A origem da oliveira, remonta a era terciaria o que vai ao encontro da expansao
das civilizagdes do Mediterraneo, que por séculos governou o destino da humanidade
deixando a sua marca na cultura ocidental. Diversos achados arqueolédgicos identificam
este acontecimento a norte do mar morto, na regido entre o sul do Céucaso até aos
planaltos do Irdo, Palestina e Siria, prologando-se por Chipre até a Anatolia, e da Creta
até ao Egipto. O cultivo da oliveira, desenvolveu-se substancialmente nestas duas tltimas
regides, difundindo-se a partir dai para ilha do Chipre, em direcdo da Anatolia, para
Egipto (Rallo, 2005).

A importancia do azeite na bacia Mediterranica, aparece logicamente como um
produto alimentar, mas também como combustivel, principalmente utilizado como
iluminagdo ou até como um produto utilizado em rituais de adoragdo. Além do azeite, a
azeitona ¢ também consumida em verde, apds o processo de conserva, em salmoura por
exemplo, atingindo valores consideraveis de consumo na bacia do mediterranio (Figura
1) (Caeiro, 2020).

O azeite ¢ hoje reconhecido e recomendado como um produto benéfico para a
saude, devido ao seu elevado teor em 4acidos gordos polinsaturados. O 4cido oleico
também ¢ conhecido como Omega-9, sendo uma gordura monoinsaturada ¢ muito menos
suscetivel a deterioracdo do que outras gorduras. Pode fazer parte da composi¢ao do
azeite até 85%. O acido linoleico, também é conhecido como Omega-6, é uma gordura
do tipo polinsaturada. A alteragdo dos acidos gordos saturados por acidos gordos
polinsaturados reduz o colesterol LDL do sangue. Os acidos gordos polinsaturados
possuem, no entanto, o inconveniente de diminuir o colesterol HDL quando utilizados em
grande quantidade. Pesquisas afirmam, que niveis excessivos de 4cidos gordos Omega-6
podem aumentar a probabilidade de ocorréncia de algumas doengas, sendo necessario um
equilibrio entre os dois para de beneficiar das fungdes (Lor et al., 2003).

Apesar de os paises mediterraneos com maior tradi¢ao na cultura da oliveira serem
a Grécia e a [talia, hoje cada um destes produz menos de 10% da produ¢do mundial, com
especial referéncia para a Itdlia que tem vindo nos ultimos anos a ter uma diminui¢ao

significativa na sua area produtiva (Bohm, 2013).



Figura 1 — Distribuigdo da oliveira na bacia do mar mediterranico (Fonte: Oteros, 2014).

3.1.2. Carateriza¢do morfologica da oliveira

Entre as 35 espécies do género Olea encontramos a Olea europaea L. esta espécie
tem 2 sub-espécies a Olea europaea sativa (oliveira cultivada) e a Olea europaea
sylvestris (forma selvagem, conhecida como zambujeiro), (Figura 2), (Bohm, 2013).

A oliveira origina plantas de porte médio com a 4 a 8 metros de altura, possuindo
grande longevidade, copa densa e sistema radicular profundo (Bohm, 2013). Pode
permanecer em producdo centenas de anos. O tronco ¢ largo e o ritidoma pode variar de
cinzento a verde acinzentado. A copa € redonda, ligeiramente lobulada, a sua ramificagdo
natural tende para a produg@o de uma copa bastante densa. A densidade da copa, a cor da
madeira, porte, e a distancia entre nds, varia muito com a cultivar. (Cabral, 2009). As
condi¢des ambientais e agrondmicas durante o crescimento e, em particular, a poda,
influenciam a forma da arvore (Rallo, 1999).

As folhas da oliveira sdo persistentes, e em condi¢des normais sobrevivem dois
ou trés anos. Sdo simples, inteiras, geralmente lanceoladas e com o peciolo curto,
apresentando coloragdo na pagina superior e inferior (Garcia, 2005). O limbo tem entre 3
e 9 cm de comprimento, e a largura pode variar entre 1 e 1,8 cm. A nervura central é
muito marcada e as secundarias pouco aparentes (Cabral, 2009). As folhas sdo opostas e

entrecruzadas (Rallo, 1999).



As flores agrupam-se em inflorescéncias, do tipo panicula, formando-se nas axilas
das folhas dos nés dos ramos do ano anterior. Apresentam também, flores perfeitas
(hermafroditas) e estaminiferas (masculinas) podendo a propor¢do entre as duas ser
variavel. S3o compostas por dois estames, com antera grossa, pistilo com ovario com 4
6vulos, dos quais s6 um sera fecundado, o que vai originar a semente (carogo), estilete e
estigma com dois 16bulos (Garcia, 2005).

A producao de frutos da-se nos ramos de um ano que se desenvolveram durante o
ano anterior, sendo que nos meses de junho e julho ocorrem os maiores crescimentos.

O sistema radicular desta espécie tem uma forte capacidade de adaptagdo ao solo.
O tipo de sistema radicular que desenvolve depende da origem da planta e das condi¢des
do solo. Uma planta de oliveira proveniente de estaca, forma inimeras raizes adventicias,
finalizando mais tarde por se comportar como principais. Por outro lado, se a semente for
a origem da oliveira, a planta tem inicialmente uma raiz principal nos primeiros anos, sem
ocorrer formacao de raizes laterais (Barros, 2011). A profundidade e expansao do sistema
radicular dependem do tipo de solo e da profundidade deste, assim como da porosidade e

do teor em 4gua (Rallo, 1999).

Classe Magnoliopsida

Subclasse VI Asteridae

Ordem Scrophulariales
Familia Oleaceae
Subfamilia Oleoideae

Tribo Oleceae
Género Olea L.
Espécies Olea europaea L.
Subespécies Olea europaea L. ssp. sativa Hoffm. et Link (=Olea europaea L. ssp. europaea )

Olea europaea L. ssp. oleaster Hoffm. et Link (=Olea europaea L. ssp. sylvestris )

Figura 2 — Taxonomia e classifica¢do da oliveira (Fonte: Jorge Bhom, 2013).

3.1.3. Clima

A oliveira ¢ uma cultura de clima Mediterraneo inserida nas latitudes 30° a 45° do
Hemisfério norte e sul. Esta espécie esta bem-adaptada as condigdes ambientais extremas
do clima subtropical de verdes quentes e secos (Lavee, 1996). As temperaturas 6timas
para o desenvolvimento vegetativo estdo compreendidas entre os 10°C e os 30°C, e acima

dos 35°C a planta tem a capacidade de regular a sua temperatura fechando os estomas



(Loussete & Brousse, 1980). A oliveira para quebrar o repouso dos gomos florais, e assim
poder frutificar, necessita de frio (Rallo & Martin, 1991).

Temperaturas excessivamente altas durante a maturagdo, provocam a redugao do
teor de acido oleico, fazendo aumentar o acido linoleico, sendo de todo indesejavel
(Rodrigues, 2014).

A precipitacdo ideal estd situada entre os 800 a 1000mm, para os olivais de
sequeiro, sendo que o minimo aceitdvel sdo 400 mm anuais, para que se tenha uma

producdo financeiramente viavel (Garcia, 2005).

3.1.4. Solo

A oliveira desenvolve-se em solos com constituicdo e propriedades muito
diversas, prosperando melhor em solos com moderada retengdo de 4gua, com boa
permeabilidade e alguma profundidade efetiva. E uma planta muito resistente a seca,
tolerante a salinidade, mas sensivel ao encharcamento prolongado (Agusti, 2004), sendo
uma das fruteiras mais sensiveis a condi¢des anaerobias do meio (Feio, 1991; Milheiro,
1992). Adapta-se a solos com pH acido ou alcalino (4,5<pH<8,5), preferindo solos com
pH proximos da neutralidade, uma vez que € nessa zona de reagdo que se encontram as

maiores disponibilidades de nutrientes (Milheiro, 1992).

3.1.5. Cultivares

Em Portugal continental estdo descritas 22 cultivares de oliveira (Leitdo et al.,
1986), sendo que, até final dos anos 90, perto de 80% do olival portugués era composto
pela cultivar "Galega Vulgar'.

As cultivares mais utilizadas nos olivais tradicionais e nos sistemas mais recentes
sdo: 'Galega vulgar’; "Picual’; "Cobrangosa’; "Cornicabra’; "Verdeal'; "Maganilha de
Tavira'; ’Aczeiteira’; 'Cordovil’; ’Bical’; ’‘Blanqueta’; "Arbequina’; "Arbosana’;

"Koroneiki'; ‘Oleana’; "Frantoio® ¢ ‘'Tosca’ (Leitdo et al., 1986).

e ‘Picual’
Esta cultivar tem origem em Espanha e ¢ utilizada em cerca de um ter¢o da
produ¢do mundial de azeite. O rendimento em gordura ¢ alto, com elevados indices de

estabilidade e niveis de acido oleico (Barranco, 2008). E uma arvore de porte médio,



apresentando produtividades elevadas (Barranco, 2008; Tous et al., 1998). E muito
sensivel ao olho de pavio e ao verticilio e tolerante a tuberculose (Agusti, 2004). E a
variedade mais utilizada na Andaluzia, tem uma boa propagagdo por estaca lenhosa e

mediana por estaca herbacea.

e ‘Galega vulgar’

Esta cultivar constitui mais de 80% do olival portugués e ¢ utilizada
principalmente nos olivais tradicionais e nos intensivos (Barranco, 2008; Leitdo et
al.,1986). E facilmente multiplicavel por estaca lenhosa. Destaca-se por ter frutos
pequenos e de fraco teor em gordura (12 a 16%), dando, no entanto, origem a azeites
finos, de alta qualidade e grande estabilidade. Apresenta muita tendéncia para a
alternancia e ¢ bastante vigorosa, o que faz com que ndo seja usada habitualmente nos
novos olivais super-intensivos. As arvores desta cultivar apresentam um porte médio e
arborescéncia média, folhas compridas, largas e grandes. Possui uma entrada em
produgdo precoce, tal como a maturagdo, sendo tempori e escalonada. E uma cultivar
apreciada pela resisténcia a seca, mas ¢ sensivel ao frio a salinidade e ao calcario ativo.
(COI, 2000). E suscetivel a fumagina, a mosca da azeitona, a tuberculose, a antracnose, a

cochonilha negra e resistente ao verticilio (Leitdo et al., 1986).

e ‘Cobrancgosa’

Esta cultivar transmontana, onde também conhecida por "Salgueira’ ou "Madural
Salgueira’, constitui cerca de 24% das oliveiras existentes, numa area de cerca de 15.000
ha (Monteiro, 1999). E uma arvore de tamanho médio, bastante regular ¢ com boas
producdes (Leitdo ef al.,1986). Folhas pequenas, compridas e estreitas, tem propagacao
mediana a boa por estaca herbacea. Apresenta baixa sensibilidade ao olho-de-pavao, e
elevada resisténcia a antracnose ¢ a mosca da azeitona (Dias ef al., 2000). E uma cultivar
vocacionada para a produgdo de azeite, apresentando bom rendimento e mediana riqueza
em acido oleico (Leitdo et al.,1986). E tolerante ao frio e a clorose férrica, sendo, no
entanto, sensivel 4 seca e & salinidade. Apresenta excelentes resultados em colheita
mecénica com um regular rendimento em azeite (16 a 18%) e maturagio normal. E uma
cultivar bastante apreciada pela sua resisténcia a pragas e doengas o que faz com que seja

muito utilizada.



Relativamente a suscetibilidade das variedades, segundo Gomes et al. (2009), a
cultivar ‘Galega vulgar’, apresenta um nivel de maturagao bastante precoce em relagao
as outras variedades em estudo, em final de setembro e inicio de outubro, o que vai
originar com que haja uma diminui¢cdo de compostos fendlicos totais € com coincidéncia
das primeiras chuvas. Durante a maturagdo, a azeitona inicia a degradacdo dos
componentes da parede celular, como a espessura da cuticula, contribuindo para a
suscetibilidade dos frutos. Os autores referem que podera ser uma das razdes por esta
cultivar ser severamente atacada pelo Colletotrichum acutatum e tornar-se bastante
suscetivel ao fungo, o que para isso, uma colheita mais precoce pode evitar ou diminuir
a destruicdo das oliveiras, como a disseminacdo do agente patogénico. Os mesmos
autores, referem que, a cultivar "Cobrangosa’ e "Picual’, por obterem uma matura¢do mais
tardia, normalmente, até ao final de Novembro, quando ocorre uma maior severidade do
fungo Colletotrichum acutatum, os frutos ainda ndo estdo na fase do pintor e portanto,
ainda tém altos niveis de compostos fendlicos, impedindo assim uma coloniza¢ao mais

elevada deste agente patogénico, logo, menos suscetiveis a antracnose.

3.1.6. Sistemas de conduc¢ao

A imensa procura no aumento da eficiéncia da cultura e da producao, fez com que,
na historia da produgdo olivicola se organizasse o cultivo da espécie, passando de
oliveiras dispersas, para olivais com compassos de 10x8m ou até mesmo de 10x10m,
onde o espago entre plantas era muitas vezes utilizado para consociagdes com a oliveira,
como ¢ o caso da vinha ou das culturas anuais como o centeio, cevada ou aveia. O
aparecimento do regadio trouxe a cultura intensiva desta planta com compassos de 7x5m
(mais comum) ou 6x6m, aumentando consideravelmente a producdo. Por fim surgiu o
olival em sistema super-intensivo em que se podem observar compassos de 1,5x6m até

1,0x3,75m.

e Olival tradicional

Com uma densidade inferior a 120 arvores por ha, este olival ainda representa
atualmente, quase 50% de todo o olival mediterranico, estando fortemente ameacado na
sua viabilidade econémica, pelo facto da sua conta de cultura ndo resistir & concorréncia
dos sistemas mais intensivos em que a produtividade ndo para de subir a medida que

novas tecnologias vao sendo implementadas, fazendo com que os custos de produ¢do



sejam cada vez menores (Bohm, 2013). Neste sistema de cultivo, a utilizagao do solo ¢é
em geral exclusiva, embora nem sempre, existindo a preocupac¢do de realizar operacdes
de manutencdo do solo, para combater as infestantes, em geral mobilizagdes do tipo,
gradagens ou escarificagdes superficiais, e a poda das arvores ja obedece a um plano
prévio, em que a forma da copa, altura do tronco e intervalo entre intervengdes estdo
estabelecidas. Este sistema, possui compassos de plantacdo com grandes espacamentos
entre arvores, como 10x8m ou 10x10m, conseguindo-se densidades de 125 ou 100
plantas/ha respetivamente. obtém-se producdes elevadas por arvore, embora baixas por
hectare (Cordeiro, 2014). A respeito das producgdes estas situam-se entre 1000 a
1800kg/ha (Cordeiro, 2014). Para além do sistema com compassos ordenados, ¢ possivel
encontrar olivais tradicionais sem ordenacao (Figura 3) estes olivais sdo formados por
plantas dispersas sem distancias definidas entre elas, muito frequentemente tal ¢ devido
a estes olivais ocuparem areas de montes e serras, ou de solos com grande ntimero de

afloramentos rochosos (Bohm, 2013).

Figura 3 — Olival tradicional (Adaptado da Wilder, 2016).

e Olival intensivo

Neste sistema, hé a preocupacao de tirar o maximo partido da regido ocupada com
a cultura, aumentando as densidades de plantas para as 200 a 450 por ha (Figura 4)
consoante solos e variedades, e introduzindo a rega, geralmente localizada do tipo gota-

a-gota, como fator essencial da produtividade. As produtividades podem atingir as 7 a 9
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toneladas por ha. Um dos aspetos importantes deste sistema, ¢ a distribuicdo das plantas
em retangulo, existindo sempre uma diferenca de 2 a 3 metros entre a distancia das plantas
na entrelinha para as plantas na linha, esta exigéncia tem a ver com as exigéncias de
mecanizag¢do, sobretudo na apanha mecanica com vibradores de tronco, a dimensio dos
tratores utilizados e a colocacdo dos tubos de distribui¢do de dgua num dos sentidos do
alinhamento das arvores, corta assim a possibilidade de ai passarem maquinas. Este
sistema veio permitir a mecanizagdo da cultura, como a poda mas principalmente a
colheita, diminuindo os custos de producdao e aumentando a producdo por hectare
relativamente ao olival tradicional. Neste sistema, o olival inicia a produg¢do ao 3°ano apos
a plantacdo. Este sistema inclui compassos entre 5x7m, com uma densidade de 285

plantas por ha, 5x6m, com uma densidade de 333 plantas por ha (Bohm, 2013).

Figura 4 — Olival intensivo- Estacdo de melhoramento de plantas em Elvas (foto do autor).

e Olival super-intensivo

No final do séc. XX com origem em Espanha, hd o aparecimento de um novo
sistema de condugdo, o super-intensivo ou olival em sebe (Figura 5), caraterizado por um
aumento de densidade de plantas (1200 a 2000 plantas/ha). Este novo método permite
total mecanizagdo da cultura incluindo a colheita e as podas (Todolivo, 2010). E um

sistema de producdo com um investimento inicial mais elevado, no entanto, ¢ o que
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permite producdes mais elevadas assim como um retorno do investimento mais rapido
(Bohm, 2013). Caraterizado por uma extraordinaria precocidade da entrada em produgao,
obtendo elevadas colheitas logo entre o 3° ¢ 0 8° ano com uma manuten¢ao da copa muito
reduzida e a facilidade da apanha mecanizada. Atinge produgdes que facilmente
ultrapassam as 12 ton e cuja colheita ¢ extremamente facilitada pela utilizagdo das
maquinas cavalgadoras que colhem em continuo de um e outro lado da sebe. As cultivares
utilizadas para plantagdes em compassos mais estreitos sdo caraterizadas por serem
vigorosas, terem portes pequenos e bastante produtivas, como a Shikitita, Arbequina,

Arbosana, Koroneiki, Oleana ou Leziana (Todolivo, 2020).

Figura 5 — Olival super-intensivo na Herdade Torre de Figueiras (foto do autor).
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3.1.7. Antracnose da oliveira (Colletotrichum spp.)

A antracnose ¢ uma das principais doengas porque ¢ limitante da produgdo de
azeitona em todos os paises olivicolas, embora com grande expressdo nos olivais
portugueses. Esta doenca ¢ provocada por varias espécies de fungos do género
Colletotrichum. O fungo ataca em especial os frutos, mas também pode causar
desfoliacdo e seca dos ramos. Os frutos sintomaticos apresentam manchas arredondadas
de cor acastanhada em depressdo e com aspeto oleoso (Figura 6). O fruto fica enrugado,
mumificado e acaba por cair no solo. Nas folhas, normalmente surgem manchas amarelo-
acastanhadas e com as margens mal definidas. Todo este conjunto de fatores, causam a
destruicdo total ou parcial dos frutos, conduzindo ao desguarnecimento da arvore devido
a queda das folhas e morte dos ramos.

A importancia econdmica traduz-se pela diminui¢do do conteudo da polpa, que,
inevitavelmente, provocara um baixo rendimento em azeite, elevada acidez, carateristicas
organoléticas desagradéveis, viscosidade e coloracdo alteradas (Sobreiro, 1993; Cantero,
1997; Alcobia & Ribeiro, 2001; Carvalho ef al., 2004; Sousa et al., 2005).

As espécies de fungos do género Colletotrichum associadas & antracnose na
oliveira sdo as espécies C. nymphaeae, C. fiorinae, C. godetiae, C. acutatum, C.

rhombiforme e C. simmondsii do complexo Colletotrichum acutatum ¢ o C.

gloeosporioides do complexo Colletotrichum gloeosporioides.

Figura 6 — Fruto visto 4 lupa com sintomas tipicos de antrancose. Amplica¢do 40x

(foto do autor).
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e Sintomatologia

A sintomatologia dos ataques da gafa, como ja referido anteriormente, pode ser
observada em frutos, ramos e folhas. O sintoma mais caracteristico da gafa ¢ a podridao
em depressdo e o mumificado das azeitonas. Os ataques nos frutos, geralmente ocorrem
quando estes mudam de cor (verde para roxo) e as condigdes climaticas favoraveis. No
entanto, os sintomas sdo visiveis quer nos frutos verdes quer nos maduros, embora sejam
mais faceis de visualizar, porque o contraste ¢ maior (Garcia & Cosialls, 1995). Os
ataques podem ocorrer em qualquer parte do fruto, mas sdo mais frequentes no apice, por
este permanecer mais tempo molhado. A azeitona atacada, comega por apresentar uma ou
varias manchas arredondadas, acastanhadas, em depressdo e de aspeto oleoso, que vao
alastrando em circulo, podendo atingir todo o fruto. Este engelha-se e mumifica-se,
ficando preso a arvore ou caindo para o solo (Anénimo, s/d; Amaro, 1997). Em condicdes
de humidade relativa elevada surgem, nessas lesoes circulares em depressdo (antracnose),
massas gelatinosas de cor rosada-alaranjada dispostas concentricamente, contendo as

frutificacdes do fungo (Figura 7).

Figura 7 - Azeitona mumificada com massa de esporos (Fonte: OliVera, 2020)

e Agente patogénico

Colletotrichum spp. € o anamorfo, forma imperfeita ou assexuada do fungo
Glomerella. Esta fase do fungo que ¢ a causadora de antracnose ¢ constituida por esporos
do tipo conidios, hialinos, unicelulares, ovoides, cilindricos e por vezes ligeiramente

curvados. Estes esporos sdo produzidos em acérvulos. As massas de conidios sdo rosadas
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ou cor de salmao. Os acérvulos sdo sub-epidérmicos e sdo libertados apds o rompimento
do tecido epidérmico dos hospedeiros colonizados. O fungo hiberna nos ramos, cancros
e tecidos afetados, sob a forma de esporos ou micélio. O micélio ¢ septado e hialino

(Agrios 2005).

e Desenvolvimento da doenc¢a (ciclo de vida)

Apos a entrada do fungo nos frutos, este comeca a desenvolver o micélio e a partir
dai ocorre o rebentamento da epiderme e formam-se os acérvulos na parte exterior da
epiderme. Estas estruturas de frutificagdo do fungo, apresentam-se rodeados por longas
coroas esbranquicadas de hifas (Graniti et al., 1993). Os acérvulos apos atingirem a sua
maturagdo, libertam os conidios que se encontram aglomerados em massas alaranjadas
(Graniti et al., 1993 & Amaro, 1997). O tecido necrético formado pela colonizagdo do
fungo vai-se alastrando e o fruto apresentard uma podriddo total e desidratacdo, o que
levard ao processo de mumificacdo, seguida de necroses também nos pedunculos,
originando a queda prematura dos frutos. Os esporos do fungo, os conidios, sao dispersos
sobretudo pela acdo da chuva que faz a separacdo dos conidios da massa gelatinosa dos
acérvulos e os dispersa (Figura 8).

Para o inicio da germinagdo, € necessario que exista agua livre, na superficie do
fruto (Trapero & Roca, 2004). Na esporulacdo os conididéforos produzem na sua
extremidade os conidios, esporos que sdo responsaveis pela dispersdo da antracnose. No
entanto, quando os esporos (conidios) ficam maduros, sdo libertados e transportados, pelo
vento e pela chuva e quando tiverem um local propicio que permita o seu
desenvolvimento, irdo transformar-se numa nova infe¢do (Cantero, 1997).
Preferencialmente, o fungo infeta frutos maduros, sendo que os frutos sintomaticos que
forem transformados em azeite irdo depreciar a qualidade deste, provocando um aumento
da acidez e alterando as caracteristicas organoléticas (Carvalho et al, 2004).

Estudos epidemiologicos e histopatoldgicos realizados mostraram a presenca do
patdégeno em orgaos vegetativos durante todo o ano, principalmente em folhas e ramos de
oliveira, mas também em infestantes, pois, representam reservatorios de inoculo. Os
conidios sdo dispersos pelas chuvas de primavera, atingindo flores e frutos jovens ou por
chuvas de outono atingindo os frutos em pré-maturagdo. As azeitonas verdes que estdo
colonizadas ndo apresentam sintomas até haver a perfuracao da cuticula, acontecendo ao

fim da matura¢do a produgdo dos sintomas completos (Talhinhas et al., 2011).
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Figura 8 — Ciclo de vida de Colleotrichum spp. (Adaptado de Agrios, 2005).

Para que haja desenvolvimento, o fungo necessita dos principais fatores de
nocividade. Os fatores historicos (historial da parcela), abidticos (temperatura/humidade
relativa ou chuva, geada e granizo) e biodticos (suscetibilidade da cultivar, grau de
maturacdo do fruto e presenca de lesdes prévias na epiderme). A esporulacdo necessita
de temperaturas entre os 20 e 25°C (Azevedo, 1976).

Para a separacdo dos conidios, da massa gelatinosa e da massa gelatinosa dos
acérvulos ¢ necessaria chuva para a sua dispersao através do efeito “splash” das gotas de
chuva (Trapero & Roca, 2004).

Para além dos fatores de nocividade, existe também a suscetibilidade das
diferentes cultivares, os ataques de Bactrocera oleae, que tornam até as variedades mais
resistentes, suscetiveis, para além de condigdes técnicas no olival, que podem potenciar
a dispersao do fungo, como, regas em excesso, solos mal drenados, frutos infetados que
permanecem no olival que vao servir de inoculo para o ano seguinte (Trapero & Blanco,

2004).
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e Etiologia e Epidemologia

Historicamente, o agente causal da doenga, foi o fungo Colletotrichum
gloeosporioides, ndo obstante, estudos mais atuais, particularizam para que o principal
agente, seja a espécie Colletotrichum acutatum (Martin & Garcia-Figueres, 1999; Perez
et al 2005). Entre 1997 — 2000, aquando do acontecimento das graves epidemias que
devastaram a regido de Andaluzia em Espanha, a espécie predominantemente identificada
foi C. acutatum, dando o indicativo de melhor adaptacio da mesma as condic¢des
ambientais da regido (Oliveira & Trapero, 2001).

Os conidios de Colletotrichum spp. apresentam-se de forma unicelular, hialinos e
de forma cilindrica na sua germinagao, desenvolvem um tubo germinativo, o que podera
originar micélio e conidios secundarios, ou formar apressorio e hifa de penetragdo. O
fungo consegue penetrar na epiderme intacta, uma vez que produz enzimas que lhe
permitem degradar as células da epiderme (Figura 9). Contudo, a existéncia de feridas
facilita a sua entrada, como das causadas por Bactrocera oleae, a mosca da azeitona,
através tanto do orificio da oviposi¢cdo como pelo orificio de saida da larva. De seguida,
jé& dentro dos frutos, o fungo desenvolve o micélio, a partir do qual se vdo formar os
acérvulos subepidérmicos, normalmente rodeados por longas coroas periféricas
esbranquicadas de hifas (Graniti et al., 1993). Por fim, ao iniciarem a maturagdo, os
acérvulos comegam a sair para o exterior, libertando os conidios aglomerados, numa
massa gelatinosa cor rosada alaranjada dispostas concentricamente, contendo as

frutificacdes do fungo (Graniti et al.,1993 & Amaro, 1997).
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Figura 9 — Processo de infecdo dos conidios na epiderme da azeitona (Adaptado de Bailey et al.,

1992).
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Os conidios apresentam um poder germinativo invaridvel durante 15 dias,
reduzindo-se entre os 15 e os 30 dias, sendo destruidos depois de 30 dias. Apesar de tudo
isto, os conidios conseguem suportar 2 a 3 horas de exposi¢do ao sol, sem perderem
capacidade de germinacdo (Cantero, 1997; Trapero & Blanco, 2004).

Como ja referido anteriormente, a temperatura influencia ndo s6 a germinagao dos
esporos e, com isso, causando a contamina¢do do hospedeiro, mas também o
desenvolvimento do fungo no interior do fruto. Quando a humidade nao ¢ um dos fatores
limitantes ao desenvolvimento do fungo, apresenta-se outra variavel a ter em conta, a
temperatura. A germinagao dos conidios pode acontecer em temperaturas compreendidas
entre 0 e 30°C. Azevedo (1976), afirma que aos 25°C, os conidios necessitam apenas de
2 horas para se desenvolverem, por outro lado, temperaturas entre 0 e 5°C necessitam de
8 horas, neste intervalo, apenas 60% germinam e abaixo dos 5°C ou superiores a 30°C s6
germinam 10%.

O periodo de incubagdo, em condicdes excelentes, ¢ de 4 a 6 dias (Trapero &
Blanco, 2004). Consequentemente, se as condi¢gdes favoraveis se mantiverem durante o
Outono podem ocorrer variados ciclos de infecdes secundérias, originando enormes
prejuizos. A 5°C, o desenvolvimento do fungo processa-se lentamente e a 0°C cessa, como
referiu Amaro (1997).

Apesar de haver duas épocas do ano para o bom desenvolvimento do fungo,
primavera e outono, no outono, os prejuizos sdo mais importantes pois ha existéncia de

frutos, 6rgdo preferencialmente atacado por este fungo.

e Meios de prote¢ido e controlo

A protec¢ao do olival contra a antracnose compreende varios fatores culturais, tais
como: 1) A utilizacdo de compassos de plantagdo adequados, 2) A realizagdo de podas
para promoverem o arejamento e iluminagao da copa e consequente redug¢do da humidade,
3) A destruicdo das fontes de in6culo (folhas e frutos infetados) para evitar ao maximo a
infecdo no ano seguinte, 4) A antecipagdo tanto quanto possivel da colheita (se as
condi¢des forem propicias ao desenvolvimento da doenca), 5) A laboragdo imediata da
azeitona (para evitar que o fungo se disperse para outros frutos durante o
armazenamento).

Também a sele¢do da cultivar a utilizar ¢ de extrema importancia, uma vez que a
suscetibilidade ¢ muito diversificada e dependente da espécie de fungo existentes na

regido (Cacciola et al., 2012; Talhinhas et al., 2015, Moral et al., 2017).
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Em areas de elevada incidéncia, o controlo da doenca ¢ alcangado principalmente
através da aplicacdo de fungicidas ctpricos aquando das primeiras chuvas outonais, antes
do aparecimento dos primeiros sintomas.

O controlo da mosca da azeitona ¢ de extrema importancia para a prevencao da
antracnose. A relagcdo antracnose/mosca da azeitona pode alterar a suscetibilidade das
variedades como o caso da "Galega Vulgar', uma vez que as feridas provocadas pela praga
nos frutos sdo excelentes para promover a entrada e instalacdo do fungo (Trapero &
Blanco, 2004).

Para combater quimicamente, estdo homologadas substincias ativas de contacto
como o hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre e o sulfato de cobre e calcio. Estudos
recentes mostraram que a infe¢ao por Colletotrichum spp. ndo se faz apenas localmente,
mas sim, que estes fungos podem permanecer sistemicamente nas arvores e passarem para
o ovario das flores, e permanecerem no fruto constituindo o indculo primério da infecdo
(Materatski et al., 2018). Este conhecimento permite aos olivicultores adotar outras
medidas de protecdo do olival contra a antracnose, nomeadamente a utilizagdo de
fungicidas sistémicos na primavera de modo a limitar a quantidade de in6culo no interior

da planta e reduzindo desse modo o indculo primaério.
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3.2. A importancia do calcio nas plantas

3.2.1. O calcio como nutriente

O célcio ¢ um elemento indispensdvel e determinante no crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois, para além de participar em alguns processos
fisiologicos, esta envolvido na estabilidade estrutural das paredes celulares.

Nas plantas, e ao contrario dos outros macronutrientes, o calcio encontra-se em
grande parte localizado nas paredes celulares (Faust, 1989), devendo-se a capacidade que
as cadeias helicoidais de 4cido poligalacturénico da lamela média tém de se condensar
por pontes de célcio (Tucker, 1993) e a pouca mobilidade que este nutriente tem para se
deslocar dentro das plantas (Marschner, 1995).

Com um papel importante na divisdo celular e no fortalecimento das paredes
celulares, este macronutriente tem merecido uma consideravel aten¢ao nos ultimos anos,
visto que tem um efeito positivo na manutengao da qualidade dos frutos, podendo reduzir
a respiragdo, atrasar a maturacao, incrementar a firmeza da polpa, estender o periodo de
armazenamento dos frutos (Yamamoto et al., 2011) e retardar os processos de maturagado
dos frutos por atrasar a senescéncia (Klaus 2007). Este nutriente contribui ainda para a
integridade do complexo membrana-parede celular, tendo um efeito importante no
controlo de disturbios fisioldgicos € na manutencdo da qualidade do produto final (Taiz
& Zeiger, 2004).

E dos principais nutrientes essenciais das plantas, desempenhado papéis
importantes no crescimento e desenvolvimento dos frutos, bem como na manutenc¢ao da
sua qualidade e firmeza, como constituinte das paredes e membranas celulares,
proporcionando protecdo e resisténcia contra pragas e doencas (White & Broadley, 2003;
Kadir, 2005). A deficiéncia deste nutriente nas plantas pode causar o declinio da
qualidade dos frutos, bem como do rendimento da produgdo para além de encurtar o prazo
de validade dos respetivos frutos (White & Broadley, 2003).

A concentracdo de calcio presente nas plantas depende de variados fatores, mais
concretamente, da cultivar, tipo de solo, condi¢cdes ambientais, e estado de maturagdo dos
frutos (Conway et al., 1990). Neste caso, ¢ importante o fornecimento regular de calcio
as plantas para aprimorar os seus mecanismos naturais de resisténcia e aumentar a sua
biodisponibilidade (Conway et al., 1990; Gomez-Galera et al., 2010).

A imobilidade de alguns nutrientes no floema faz com que a eficiéncia da

pulverizacao foliar desses elementos seja discutida. O célcio € considerado um elemento
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pouco movel na planta e sua translocagdo da-se, principalmente, em direcao acropeta ou
polar, ou seja, movimenta-se da base para o apice e dificilmente o contrério, seguindo o
fluxo de transpiragdo e, portanto, o fluxo xilémico (Wittwer & Teubner, 1959). Desta
forma o Ca?" ¢ acumulado principalmente nos 6rgidos de maior transpira¢do, que sio as
folhas. A sua distribui¢do na planta ¢ realizada por fluxo de massa, via xilema, sendo o
calcio considerado de baixa mobilidade no floema. Dessa forma, o fluxo desse elemento
para os 6rgaos reprodutivos ¢ menor (Malavolta, 2006).

A aplicagdo de calcio as plantas faz-se geralmente através da fertirrega podendo
aplicar-se foliarmente. A ligacao do calcio a superficie das folhas e a posterior entrada
pela via foliar implica a ligacdo deste catido aos polissacarideos que constituem a cuticula
das folhas que apresentam cargas negativas, originando a entrada destes através da

cuticula foliar (Salisbury & Ross, 1992).

3.2.2. O calcio e as paredes celulares

A parede celular vegetal ¢ uma estrutura complexa e dindmica, constituida por
diversos polissacarideos, agregados em celulose, hemiceluloses e pectinas (Lima et al.,
2001; Cantu et al., 2008; Hématy et al., 2009) representando 35%, 15% e 40%
respetivamente da composicao da parede celular (Figura 10) Para além da sua fungao de
suporte, a parede celular estd envolvida no crescimento e desenvolvimento das plantas,
através do controlo da velocidade e direcdo da expansdo das células (Brett & Waldron,
1996). A parede celular confere também prote¢do contra danos mecanicos e € a primeira
barreira fisica que as plantas possuem na interagdo com o ambiente (Puhlmann et al.,
1994). Nesta estrutura, estdo presentes também, glicoproteinas estruturais, compostos
fenolicos, minerais e enzimas (Goulao et al., 2010). A lamela média ¢ uma camada
extremamente fina, que separa duas células vegetais, consistindo em grande parte por
substancias pécticas (Brett & Waldron, 1996). A parede primaria consiste essencialmente
em microfibrilhas de celulose envolvidas numa matriz de hemiceluloses e pectinas,
proporcionando simultaneamente robustez e flexibilidade (Taiz & Zeiger, 2002). A
lamela média ¢ a regido mais dindmica da parede, suportando o apoplasto por onde
circulam muitos metabolitos. Esta regido da parede celular parece estar envolvida em
processos de protecdo contra agentes patogénicos, impede ainda a desidratagdo e outros
stresses ambientais, proporcionando um meio de circulagdo para moléculas de sinalizagdo

¢ de interagdes célula-célula (McNeil ef al., 1984). Esta vai sendo remodelada durante o
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crescimento e desenvolvimento da célula e assim que esta atinge o seu crescimento final,
em alguns tecidos, deposita-se uma parede secundaria (Hématy et al., 2009). Esta
desenvolve-se proporcionando apoio e suporte a estruturas mais desenvolvidas nas
plantas, contém lenhinha, uma maior percentagem de celulose que a parede primaria,
possui na sua constituicdo diferentes tipos de hemiceluloses, e reflete o estado de
diferenciagdo da célula (Taiz & Zeiger, 2002).

Existem variados tipos de ligagdes entre os diferentes polimeros constituintes da
parede celular. As microfibrilhas de celulose estabelecem ligacdes por pontes de
hidrogénio entre si, 0 mesmo se verifica entre as microfibrilhas e as hemiceluloses. Os
polissacarideos das paredes celulares primarias mais concretamente os polissacarideos da
lamela média tém a particularidade de se associarem por intermédio de catides, tais como
o célcio (Rato, 2008). Desta maneira, os ides Ca?* na lamela média vao ligar-se aos grupos
carboxilo ndo esterificados do acido galacturdénico formando ligagdes por pontes de
calcio, dando origem a uma estrutura conhecida por "egg-box’. A ligagcdo por pontes de
calcio, apesar de ndo ser das mais resistentes, vai tornar as paredes estruturas mais solidas

(Tucker, 1993).

Lamela média

Pectina

Microfibrilhas de
celulose

Parede celular
primaria
Hemicelulose

Proteinas soluveis

Figura 10 — Esquematizagao da parede celular vegetal (Adaptado de Villarreal, 2007).

A remodelacdo e a reorganizacgdo da parede celular durante a maturacao dos frutos
contribui para uma reducao da resisténcia da parede, tornando os frutos mais suscetiveis
a serem infetados por agentes patogénicos (Cantu et al., 2008). Estes aproveitam a
vulnerabilidade do hospedeiro, durante as alteracdes carateristicas da maturacdo para

infetar os frutos (Sasidharan et al., 2011).
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Apesar de todas as Otimas carateristicas deste elemento, o calcio tem pouca
presenca em atividades enzimaticas e ¢ pouco redistribuido na planta. Como
consequéncia, os 0rgaos mais jovens da planta sdo os mais afetados e ¢ onde se nota a sua
deficiéncia. E pouco mével no solo e a sua absor¢io muito limitada pelo que se opta
frequentemente por aplicacdes foliares deste nutriente.

Cerca de 60% do calcio celular encontra-se localizado na parede celular (lamela
média), onde exerce o efeito de estabilizador, o que pode influenciar a textura, firmeza e
na maturacao dos frutos (Hanson et al., 1993). A sua presenca na parede celular ¢ uma
carateristica intrinseca das células vegetais. A célula vegetal pode apresentar parede
priméria e secundéria, € uma lamela média rica em pectato de calcio (Paiva et al., 2009).
Os frutos apresentam apenas parede celular primaria, esta tltima ¢ formada por fibras de
celulose entrelacadas por moléculas de pectinas e hemiceluloses como ja foi descrito
anteriormente. As pectinas da lamela média encontram-se associadas por pontes de Ca?*
sendo solubilizadas por extragdo com agentes quelantes como o CDTA (Jarvis, 1982);
(Jarvis et al., 1981).

O Ca*" tem um papel estabilizador importante ao nivel da lamela média, ligando-
se as pectinas presentes na lamela média, promovendo uma maior rigidez aos tecidos dos
frutos (Ferguson & Drobak, 1988). Neste contexto, também essa resisténcia e rigidez ¢
conseguida nas células da epiderme dos frutos, conseguindo-se assim maior resisténcia a
degradacdo da epiderme e consequentemente, um aumento de resisténcia a fatores
adversos ao fruto.

Virios estudos comprovam a eficiéncia da aplicacdo de célcio em frutos. Segundo
Rolle & Chism (1987), a presenca de Ca?" no fruto aumentou a firmeza e atrasou a
maturacdo do fruto. Chardonnet et al. (2003), observaram em magas sujeitas a 6 meses
de conservacdo que a concentracdo do célcio total se mantinha estdvel, enquanto a
concentragdo de célcio da parede triplicava. Natale et al. (2005), avaliaram modifica¢des
na parede celular da goiaba, em frutos submetidos a aplicacdao de calcio. Os frutos que
receberam Ca?*, tiveram as paredes celulares € as lamelas médias bem definidas e
estruturadas. Nos frutos sem aplicagdo de calcio, as paredes celulares estavam
desestruturadas e com a lamela média desorganizada e menos resistente. De igual modo,
a aplicagdo de Ca®" a magds antes da colheita, fez aumentar o teor de hemicelulose e
pectinas e Ca®" na polpa dos frutos.

As paredes celulares das células vegetais, em especifico de legumes e dos frutos,

apresentam na sua composi¢ao uma significativa proporcao de polissacarideos (pectinas),
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que sdo um dos principais constituintes das paredes celulares das plantas e o0 componente

principal da lamela média (Goldberg et al., 1985).

3.2.3. Aplicacio de calcio as plantas

O célcio ¢ um elemento pouco moével nas plantas, tem pouca presenca em
atividades enzimaticas e tem dificuldade em se redistribuir na planta. Nem todas as
espécies tém a mesma capacidade para absorver calcio e por isso, consoante a mobilidade,
existem duas formas do nutriente comegar a circular no sistema vascular da planta. Uma
¢ aplicando-o na fertirrega outra ¢ através da adubagdo foliar.

E igualmente importante conhecer o ritmo de absor¢io dos nutrientes ao longo do
ciclo da oliveira para um correto posicionamento da aplicagdo de nutrientes (Garcia,
2009).

A fertirrega, consiste na aplicacdo conjunta da dgua e dos nutrientes de acordo
com as exigéncias das plantas, o que, no olival de regadio ¢ frequente o uso de fertirrega.
Esta forma de aplicagdo possibilita adubar com bastante frequéncia, de forma fracionada,
evitando a concentragdo de sais no solo, perdas por drenagem e vai possibilitar a planta
absorver os elementos nutritivos de forma gradual, de acordo com as necessidades de
cada fase do seu ciclo cultural (Branco, 2016).

Algumas pesquisas desenvolvidas desde o século XVII testam a hipotese de que
ndo sO as raizes absorvem nutrientes, mas também as folhas. A partir dessas descobertas
a adubagdo foliar vem sendo aplicada na correcdo ou prevencdo de caréncias de
nutrientes, complementando o fornecimento por via solo (Brown, Patrick H, Fernandez,
2015).

Diversas discussdes foram realizadas quanto aos mecanismos e estruturas de
absorcdo dos nutrientes relativamente a superficie foliar. Segundo alguns autores os
mecanismos de captacdo ativa, troca ionica e difusdo podem ser basicamente os mesmos
que ocorrem nas superficies das raizes, para a absor¢do pela parte aérea (Wittwer &
Teubner, 1959).

A absor¢do foliar pode ser realizada através da abertura estomatica, de
irregularidades na camada cuticular, camada esta que ¢ composta por hemiceluloses e
pectinas (Wojcik, 2004).

A circulagdo de calcio nas plantas estd associada a circulagdo de 4gua no xilema

pelo que, falta ou excesso de humidade no solo pode interferir com a absorc¢ao de calcio.
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Durante os periodos de stress hidrico, os frutos e folhas jovens ndo tém a mesma
capacidade de transpiragdo que o resto da planta. Desta forma, o fluxo de célcio ¢
interrompido e estes o6rgdos ndo conseguem receber este nutriente nas quantidades
pretendidas e para tal a aplicacdo foliar ¢ bastante mais eficaz. (Lusosem, 2020).

Esta ¢ uma técnica utilizada para fornecer nutrientes as plantas, envolvendo a
assimilacdo de nutrientes pelas folhas, mas ndo deve ser considerada substituta da
fertilizacdo convencional pelo solo, que envolve assimilagcdo de nutrientes pelas raizes
(Nachtigall et al., 2010). A adubagdo foliar devera de ser considerada uma técnica
complementar de um programa de adubagao. A sua utilizagdo devera ocorrer em periodos
criticos de crescimento da planta, em momentos de alguma falta de nutriente ou em casos
de situagdes adversas do solo que comprometam a nutricdo mineral das plantas
(Nachtigall & Nava, 2010).

E um método que permite, maximizar a absor¢io pelas plantas em caso de
absor¢do deficiente pelo sistema radicular, devido a condi¢des desfavoraveis no solo ou
do clima e ainda, uma corre¢ao mais rapida em caso de desequilibrio nutricional (Jordao,
2014).

Diversos fatores afetam a eficiéncia da adubagdo foliar e dependem da planta, do
meio e da solucdo aplicada. A absor¢do foliar de nutrientes depende da presenca de
tricomas ou pelos, que aumentam a penetracao do nutriente por aumentar a superficie de
contato entre a folha e a solugdo aplicada (Malavolta, 2006). A absorcao foliar depende
ainda da idade da folha ja que a menor cutinizacdo das folhas mais jovens facilita a
absor¢ao e do maior potencial de absor¢ao da parte abaxial da folha, que tem uma cuticula

mais delgada que a parte adaxial (Pessoa, 2011).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Localizacao, solo e clima

O campo experimental onde foram realizados os estudos inerentes a este trabalho
situa-se em Elvas, mais concretamente na Estagdo de Olivicultura de Elvas — Instituto
Nacional de Investigagcdo Agraria e Veterindria (INIAV). Esta localizado nas coordenadas

38°54°11°'N e 7°0826°O (Figura 11).

Campo delpesimaes

Figura 11 — INIAV - Departamento de Olivicultura (Campo de pés mae). (Fonte:

www.googleearth.com.

Em conformidade com a carta de solos de Portugal nimero 37-A, o olival
localizado na Figura 11 (Campo pés-maes), encontra-se instalado numa mancha mista de
solos Mediterraneo Vermelhos ou Amarelos de Calcarios Cristalinos associados a outras
Rochas Cristalofilicas Basicas (Vcv) e de solos Calcarios Vermelhos associados a dioritos
ou gabros ou rochas cristalofilicas (Vc¢') com cerca 3% de declive. Sao solos argiluviados
pouco insaturados que se caraterizam por apresentarem um perfil ABC, que pode ir a
0,5m de profundidade, com pH entre 6 e 7. O grau de saturacao do horizonte B ¢ superior
a 35% e aumenta, ou pelo menos ndo diminui, com a profundidade e nos horizontes
subjacentes. Estes solos sdo formados a partir de rochas calcarias e apresentam cores
avermelhadas ou amareladas nos horizontes A ou B ou em ambos, quando situados em

climas com carateristicas mediterraneas. Trata-se de um solo em que o horizonte A
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apresenta textura mediana, franca, por vezes franco—argilosa, estrutura grumosa ou
grumosa fina — moderada e friavel (Cardoso, 1965). Apresenta alguns afloramentos
rochosos na parcela.

Pela classificacdo de Koppen, Elvas ¢ abrangida por um clima Mediterranico
Mesotérmico hiimido de verdao quente (Csa), sendo o Inverno chuvoso com temperaturas
moderadas e o Verdo quente e seco (Miranda, 2001). Considerando o periodo normal de
1971-2000, a temperatura média anual € 16,3°C e varia entre 8,6°C do més de Janeiro e
25,1°C do més de julho. A precipitacdo média anual ¢ de 535,4mm. A frequéncia de
chuvas estd concentrada nos meses de inverno e primavera, sendo o Verao uma estacdo
seca, como se pode verificar na Figura 12, que vai ao encontro do grafico

termopluviométrico com dados de 30 anos (1971-2000) da pluviosidade e da temperatura

para Elvas.
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Figura 12 — Grafico termopluviométrico de 30 anos (1971-2000) da pluviosidade e das
temperaturas minimas e maximas (Estagdo meteorologica da Estagdo Nacional de Melhoramento

de Plantas).
4.2. Caraterizacao do material vegetal

4.2.1. Descricao do ensaio e colheita de amostras

Neste trabalho foram escolhidas trés cultivares (‘Galega vulgar’, ‘Cobrangosa’ e
‘Picual’), tendo em conta a suscetibilidade relativamente ao fungo Colletotrichum
acutatum que estara sobretudo relacionada com a constituicao da camada epidérmica dos

frutos. As mesmas estdo inseridas num olival (Figura 13) que foi instalado no ano de
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1982, com arvores provenientes de selecdo monoclonal, constituido por vinte e duas
cultivares das quais cerca de 76% sdo portuguesas e as restantes 24% sdo espanholas.
Encontra-se em regime de regadio com um compasso de plantacdo de 2x5m,

considerando-se assim um olival intensivo, tendo uma orientacao das linhas ENE-OSO.

Figura 13 — Olival intensivo do ensaio - 2x5 m.

Estas trés variedades foram sujeitas a fertilizagdes foliares com formiato de célcio
com base nas trés dosagens seguintes, tendo-se identificado os lotes de frutos com as
letras: T, 1D, 2D, como sendo respetivamente a testemunha (T) apenas com aplicagdo de
agua; o lote dos frutos (1D) onde se aplicou o formiato de célcio na dose de 2 Kg/ha
(recomendado nas especifica¢des do produto); o lote dos frutos (2D) onde se aplicou o

formiato de célcio na dose de 4 Kg/ha.
e “T”- Onde ndo houve aplicacdo de célcio

e 1D- 1* Dose — Ca 2 Kg/ha — Dose recomendada
e 2D-2%Dose — Ca 4 Kg/ha — Dose dupla
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As datas em que se efetuaram as aplicagdes estdo apresentadas na Tabela 1:

Tabela 1 — Datas das aplicagdes de calcio.

Aplicacoes Data
1? 14-08-19
28 01-09-19
3° 23-09-19
42 13-10-19

O ensaio ¢ assim composto por trés variedades, trés niveis de aplicacdo de

formiato de célcio com 3 repeti¢des por tratamento, conforme representado na Figura 14,

sendo a arvore a unidade experimental. As andlises foram efetuadas quer aos frutos quer

as folhas em duplicado.

Foram realizadas 4 aplicacdes de calcio através de um pulverizador de jato

transportado acoplado a um trator sob a forma de ido “formiato de célcio” (Ca0O),

comercializado com a marca “Calfinish” sob a patente comercial da “Nutrisapec

Tradecorp Portugal”, realizadas na altura correspondente ao maior desenvolvimento do
b

mesocarpo do fruto e acumulacio de gordura (Cordeiro, 2016), desde o inicio de agosto,

até ao inicio de outubro.
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"Galega Vulgar’ "Cobrancosa’ "Picual’

T 1D 2D T 1D 2D T 1D 2D

X 3 repeti¢gdes = 27 amostras

Figura 14 — Esquema do ensaio dos tratamentos efetuados e origem das amostras recolhidas.

30



4.2.2. Colheitas do material vegetal

Foram realizadas no total de trés colheitas, tanto de frutos como de folhas:
— A 1? colheita aconteceu no 02/10/19 para a observacgao de formas latentes
em frutos;
— A 2? colheita no dia 22/10/19, s6 de ‘Galega vulgar® devido ao grau de
maturacao ja avancado, existente na altura;

— A 3% colheita no dia 05/11/19, de "Cobrangosa’ ¢ "'Picual".

As folhas e os frutos foram colhidos ao redor da copa de modo a ter uma
amostragem homogénea dos frutos presentes nas arvores e trazidos para o laboratdrio
onde foram processados.

Como ja referido anteriormente, as colheitas dos frutos aconteceram em datas
diferentes, para obtermos uma uniformidade de maturagdo em laboratdrio e conseguir
com que as diferentes variedades estejam todas ao mesmo nivel de cor/maturagdo para a
o processo da inoculagdo do Colletotrichum acutatum. A amostra colhida foi
aproximadamente de 1,5 Kg, os frutos foram lavados com agua destilada e um lote, cerca
de metade, foi congelado para estudos posteriores e outro foi utilizado para a avaliagdo
da presenca de formas latentes de fungos nos frutos. Do lote congelado, parte foi utilizado
para a determinagdo da fracdo das paredes celulares dos frutos.

Uma parte das folhas colhidas de cada variedade e de cada tratamento foram
lavadas com agua destilada e secas, cerca de uma semana a 70°C para a determinacdo da
matéria seca, as restantes foram lavadas com agua destilada e processadas de forma a ser

possivel quantificar a fragdo das paredes celulares (AIR).

4.2.3. Pesquisa de formas latentes de fungos nos frutos

A primeira colheita ocorreu no dia 02/10/19, com o objetivo de observar a
possibilidade de existéncia de formas latentes de Colletotrichum spp. ou outros fungos,
presentes no interior dos frutos. Era importante avaliar, principalmente, se os possiveis
fungos causadores da antracnose, poderiam estar no estado latente no interior do fruto de
modo que posteriormente ndo houvesse interferéncias com a inoculagio externa (ponto
4.2.4) Para isso, foi realizada uma desinfe¢do superficial dos frutos com hipoclorito de
sodio a 3% (Figura 16) e posteriormente lavados com agua destilada. Este procedimento

teve como objetivo eliminar possiveis fungos saprofitas e/ou fungos fitopatogénicos
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presentes no exterior dos frutos, antes de serem colocados em incubagdo, com humidade
a 90% e temperatura de 25°C. O objetivo foi observar a possibilidade de existéncia de
formas latentes de Colletotrichum spp., presentes nos frutos. Os frutos foram observados

semanalmente durante 2 semanas (Figura 15).

Figura 16 — Frutos desinfetados com Figura 15 — Incubacdo das variedades em caixas de

hipoclorito de sodio. plastico.
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4.2.4. Inoculacio das trés variedades com um isolado de C. acutatum

As trés variedades foram todas inoculadas com o fungo Colletotrichum acutatum
isolado de azeitona, da colecdo de fungos do Laboratério de micologia do
MED/Universidade de Evora. O material de vidro, plastico e os meios de culturas
utilizados foram sujeitos a esterilizacdo em autoclave (Uniclave 88), a temperatura de
120° C, durante 20 minutos. Todo o processo de manuseamento do fungo ocorreu a chama
de um bico de Bunsen, de forma a contribuir para a diminuic¢ao do risco de contaminagdes
por microrganismos nao desejados. O fungo Colletotrichum, pertencente a colecdo de
fungos fitopatogénicos da estacdo de olivicultura de Elvas, foi repicado em placas de Petri
de 90mm, com meio de cultura “Potato Dextrose Agar” (PDA), na propor¢do de 39 g em
IL de agua miliQ (Millipore, Direc-Q® 5UV, Guyancourt, France), para posterior
utilizagdo durante o decorrer do trabalho.

Todas as variedades em estudo foram inoculadas com o Colletotrichum spp., em
ambiente controlado e com condi¢des de humidade e temperatura perfeitas para a
evolucdo do fungo (Figura 17).

O periodo de incubagdo e crescimento do fungo foi de 8 dias, a 25 + 3°C. Apos
este tempo e depois de verificada a inexisténcia de contaminacdes, o isolado cultivado
em placa foi colocado em agua miliQ de modo a formar uma suspensio de esporos com
uma concentragdo de 1x10° esporos/ml (Talhinhas ef al., 2015). A suspensdo preparada
foi pulverizada, com um pulverizador manual de 250mL a todos os frutos das diversas

fases em estudo, pelo método de nebulizacao (Figura 18).

Figura 17 — Placa de Petri com o isolado de Colletotrichum acutatum em cultura pura.
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Figura 18 — Metodologia para incubagdo e inoculagdo de Colletotrichum.
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4.3. Analises efetuadas ao material vegetal

4.3.1. Extracio das paredes celulares das folhas

Para proceder a obten¢do do AIR (Residuo Insoluvel em alcool = parede celular,
(Figura 19), foi realizada uma extracdo desta fracdo tanto ao nivel das folhas como dos
frutos. Nas folhas o processo iniciou-se com a lavagem das mesmas para retirar qualquer
tipo de produto quimico para conseguir valores coerentes. De seguida, com azoto liquido,
congelaram-se as amostras e trituraram-se até ficar um p6. Adicionou-se 200 ml de etanol
a 80% a amostra, triturou-se no ultraturrax a 1500 rpm dentro do copo para se conseguir
que a amostra ficasse mais fina e levou-se a ebuli¢do com magneto durante 10 minutos.
Filtrou-se num funil de placa porosa revestido com um papel de filtro no fundo e com o
auxilio de um quitasato foi recolhida a amostra do AIR, e depois lavada duas vezes em
éter dietilico, e filtrada novamente, em seguida foi registado o peso da amostra pesando-
se a amostra no papel de filtro apds secagem em estufa a 40°C até completa evaporagdo
do solvente. A amostra seca e recolhida foi designada residuo insolivel em alcool (AIR

das folhas, Figura 19).

Figura 19 — Residuo insoliivel em alcool (AIR): paredes celulares das folhas.

4.3.2. Extracio das paredes celulares dos frutos

Para a determinacdo da fragdo das paredes celulares dos frutos (AIR), procedeu-
se a extragdo do endocarpo seguida da liofilizagdo da polpa congelada. Em seguida,
moeu-se a amostra e desengordurou-se através do método da determinacdo da gordura
bruta, utilizando o Soxtherm Multistat SX PC utilizando éter de petrdleo. Sendo a
azeitona um fruto que contém na polpa um teor de gordura elevado, foi necessario
previamente otimizar uma metodologia de extracdo das paredes celulares. Assim, cada

amostra desengordurada foi sujeita a uma lavagem, com dgua destilada, para extragdo dos
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solidos soluveis da polpa dos frutos que ndo foram removidos pelo solvente organico;
posteriormente a amostra foi filtrada e o sobrenadante foi processado do mesmo modo
que para as folhas. Resumidamente: as amostras desengorduradas e lavadas foram
adicionados 100 ml de etanol absoluto, levou-se a ebuli¢do e no final foram lavadas com
éter dietilico para remocdo de pigmentos e desidratagdo do material. A amostra foi
processada da mesma forma das folhas. No final a amostra foi seca e pesada

quantificando-se desta forma o residuo insoluvel em alcool (AIR dos frutos, Figura 20).

Figura 20 — Residuo insolivel em alcool (AIR): paredes celulares dos frutos.

4.3.3. Analise do teor de calcio presente no material vegetal

Para a andlise do teor de célcio dos diferentes tipos de material vegetal (matéria
seca das folhas, parede celular das folhas e dos frutos) pesaram-se 0,2 g que foram levados
a mufla a 500°C e por digestao acida das cinzas com acido cloridrico a 0,5 N, determinou-
se por espetrofotometria de absor¢ao atomica (Perkin Elmer AAnalyst 400) o teor de
calcio de cada amostra. Os resultados foram expressos em mg de célcio por g/material
vegetal (Figura 21).

O que se pretende, foi confirmar se os lotes de frutos mais tempo assintomaticos
das diferentes aplicagdes, tinham maior concentragdo de calcio nas células da parede
celular e se os lotes de frutos sintomaticos, sem nenhuma aplica¢do, tinham menor

concentracao de calcio.
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Figura 21 — Processo da digestdo acida dos frutos e folhas.
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4.3.4. Determinacio da area foliar

Para a determinagdo da area foliar foram efetuadas fotografias previamente a
determinagdo do peso seco referido anteriormente. Para o efeito, as folhas de cada
repeticao foram colocadas de baixo de um vidro, de forma a aplanar o limbo (em algumas
folhas parcialmente encurvado). Depois foram fotografadas junto com uma régua (escala)
e a determinacdo da area foliar foi feita recorrendo ao programa Imagej (National
Institutes of Health, USA). Cada lote fotografado foi determinado e calculado o peso
seco. Conhecendo a area foliar e peso seco de cada lote de folhas, calculou-se a area

especifica foliar (SLA — specific leaf area) em m?, folha por Kg de peso seco.

4.4. Analise estatistica

Para o tratamento estatistico foi utlizado o software Statistica versao 7.0 (StatSoft,
Inc.). Efetuou-se uma andlise de varidncia com nivel de significancia de 0.05. O
delineamento foi um fatorial 3 x 3 (trés cultivares e trés niveis de aplicagdo de formiato

de calcio) com trés repetigdes.
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5. Resultados e Discussao

A antracnose da oliveira ¢ a doenga que afeta o olival mais temida pelos
olivicultores. Estd muito presente em todos os paises produtores de azeitona e em que
Portugal ndo ¢ excegdo, principalmente nas regides onde a cultivar "Galega Vulgar’ tem
uma expressao elevada, ja que, como referido anteriormente, a maturacgao plena dos frutos
desta cultivar coincide com a altura em que as temperaturas e humidade relativas sdo as
mais adequadas as exigéncias de Colletotrichum spp., sendo bastante suscetivel a doenca
(Talhinhas, et al., 2011). No entanto, esta patologia vegetal, afeta sobretudo os olivais em
anos hiimidos e com temperaturas amenas, causando elevados prejuizos (Trapero et al.,
2019). Numa tentativa de se passar a reduzir a utilizacao de fungicidas de sintese quimica
utilizados no controlo da antracnose, neste trabalho testou-se uma forma alternativa de
protecdo, utilizando o macronutriente calcio em adubagao foliar como forma de fortalecer
as paredes celulares dos frutos e diminuir a entrada do fungo Colletotrichum spp.. Ha
muito que se sabe que o cdlcio refor¢a a parede celular da epiderme dos frutos, com um
aumento da resisténcia a degradacdo, induzida por antracnoses, em particular no

armazenamento pds-colheita (Poovaiah, 1988).

5.1. Detecao das formas latentes

Nos frutos testados em cada tratamento, ndo foram observadas sintomatologias de
antracnose (Figura 22). Estes resultados permitiram demonstrar que ndo havia formas
latentes, presentes no interior dos frutos tal como observado por Materatski et al., (2018).
De igual modo, outros autores verificaram a eficiéncia de desinfecao dos frutos (Moral et
al., 2009). Assim, torna-se mais seguro que as infegdes que aparecessem posteriormente
nas inoculagdes realizadas neste estudo seriam apenas resultantes das infe¢des induzidas

experimentalmente.
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Figura 22 — Observagao de infeg¢des latentes

5.2. Resultados da inoculac¢ao dos frutos das trés variedades

Como se pode observar na Figura 23, embora ndo se observem diferengas
significativas (anexo A), verificou-se um numero inferior de frutos infetados na cultivar
"Galega vulgar’ em comparagdo com as outras duas cultivares. Na cultivar "Galega
vulgar’ comparando a testemunha com os outros dois grupos, verificou-se haver uma
menor incidéncia de frutos infetados nos grupos sujeitos as aplicagdes de célcio. Isto esta
em clara contradicdo com a maioria dos trabalhos na area. De facto, noutros trabalhos
efetuados com estas cultivares (Gomes et al., 2012), verificaram que a cultivar 'Galega
vulgar® ¢ mais suscetivel a acdo deste agente patogénico por ter uma cuticula mais fina
em comparagdo com as cultivares 'Picual” e "Cobrangosa’. De facto, a cuticula menos
espessa observada por Gomes et al, (2012) em 'Galega vulgar’ e em dois anos

consecutivos, justifica uma maior suscetibilidade desta variedade a ag¢ao do fungo.
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Figura 23 — Numero de frutos infetados por dose e variedade ao fim de 12 dias (Representacao
grafica de intervalos calculados com 95% de confianga para as médias dos grupos avaliados com

N=3).

Com efeito, ¢ do conhecimento geral que a cultivar 'Galega vulgar® ¢ das
cultivares mais suscetiveis a gafa. No entanto esta suscetibilidade pode justificar-se com
o facto do periodo de maturacdo da galega coincidir com as condi¢des de temperatura e
humidade que favorecem as infe¢des por Colletotrichum spp. A constatagdo, feita por
alguns autores da presenca de uma cuticula mais fina na cultivar "Galega vulgar’,
contribui para a opinido geral relativamente a maior suscetibilidade desta variedade a
antracnose (Gomes et al., 2012).

Neste trabalho optou-se por fazer as inoculagdes com Colletotrichum acutatum na
mesma fase de maturagdo nas trés variedades, o que ndo corresponde a uma situagao real,
J& que o processo foi realizado em laboratorio e em atmosfera controlada. Também ¢ nesta
fase que a cultivar ‘Galega vulgar® apresentar maior quantidade de compostos fenolicos
na maturagdo em comparagdo com as outras duas variedades. De facto, outros autores
verificaram que a cultivar "Galega vulgar’ em comparacdo com a cultivar "Cobrangosa’
apresentava, na maturagdo um teor de compostos fenolicos maior (Peres et al., 2016).
Virios relatos afirmam que, a maior concentragdo de compostos fendlicos em azeitonas
verdes constitui um importante fator de resisténcia a agentes patogénicos (Arici et al.,

2014; Verghese et al., 2012; Hamauzu & Yasunori, 2006). A medida que decorre a
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maturacdo ocorre também uma diminuicdo geral dos compostos fenolicos e esse facto
aumenta a suscetibilidade dos frutos ao Colletotrichum spp. (Gomes et al., 2012).

Por outro lado, segundo os estudos realizados por Gomes, et al. (2012), a
espessura da cuticula da cultivar "Picual’ mostrou ser significativamente superior a
espessura da cuticula da cultivar Cobrangosa o que esta em contradi¢do com os resultados
obtidos quanto ao niimero de frutos infetados que se verificou neste trabalho, em que o
numero de frutos infetados foi superior na cultivar "Picual’ em comparacdo com a cultivar
"Cobrangosa’. Estes resultados parecem indicar que a cuticula ndo ¢ o unico fator que

condiciona a entrada dos fungos nos tecidos dos frutos.

5.3. Teores de calcio presentes no AIR

Os trabalhos que recorrem a aplicacdo de calcio aos frutos, com o intuito de
aumentar a sua capacidade de conservagdo e qualidade, nem sempre demonstram a
eficacia desta aplicacdo (Conway et al., 2002). No entanto, a maioria dos trabalhos avalia
o teor de célcio total presente nos frutos o que pode conduzir a resultados contraditérios.
Isto €, o calcio nos frutos pode estar presente em diversas fragdes na célula além da parede
celular e se avaliarmos apenas a presenca do calcio total nos frutos perde-se a informagao
do teor de cdlcio que estéd associado a fracdo das paredes celulares. A informagdo do teor
deste nutriente nas paredes celulares ¢ muito importante porque € nesta fragdo que este
macronutriente confere rigidez e resisténcia e, por conseguinte, aos frutos. Neste trabalho,
a presenca de célcio na parede celular, apds a aplicagao de célcio ao fruto, foi confirmada
por analises posteriores, efetuadas diretamente a parede celular.

A degradacdo das paredes celulares ¢ um processo normal, que ocorre durante a
maturacdo dos frutos, consistindo em alteracdes desde o final do crescimento e
desenvolvimento dos frutos até a senescéncia (Watada et al., 1984).

Durante a maturagdo, hé alteracdes da biossintese de pigmentos e producdo de
compostos volateis, sendo estas acompanhados pelo amolecimento dos tecidos, de muitos
frutos. Este amolecimento corresponde a alteragdes dos tecidos, ao nivel das propriedades
mecanicas, que se relacionam diretamente com alteragcdes das paredes celulares durante
o processo de amadurecimento (Fischer & Bennett, 1991). A regulacdo da expansdo e da
dissolugdo da parede celular, assim como a modificagdo da lamela média, vai
contribuindo para a sua degradacdo, possibilitando a entrada de fungos patogénicos nos

frutos, através da epiderme (Fischer & Bennett, 1991).
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Nachtigal & Nava (2010), referem que na cultivar de macieira Fuji, apds a
aplicacdo de célcio por via foliar, verificou-se uma diminuic¢ao da incidéncia de distirbios
fisiologicos como o bitter pit.

O amolecimento dos tecidos da polpa dos frutos sugere a clivagem de ligagdes
covalentes que unem as pectinas (Fisher & Bennet, 1991). O Ca®", liga-se as pectinas
reforcando-as e dando estabilidade as paredes celulares (Brett & Waldron, 1996).

Na Figura 24 observam-se os valores dos teores de célcio presentes nas paredes
celulares das trés variedades em estudo considerando os diferentes tratamentos a que
foram sujeitas. Nota-se que a cultivar "Galega vulgar’ ¢ a que apresenta maiores valores
de calcio nas paredes celulares em comparagdo com as outras cultivares, sendo a "Picual’
a cultivar com menores teores de calcio. Observa-se também na maioria dos tratamentos
valores crescentes de célcio entre a dose simpres e a dose dupla para a trés cultivares. A
grandeza observada na figura para os valores de cdlcio nas paredes celulares estdo de

acordo com outros observados noutras drupas (Rato et al., 2012)
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Figura 24 — Miligramas (mg) de célcio por grama (g) de parede celular dos frutos nas diferentes
variedades e tratamentos (Médias que nao compartilham uma letra sdo significativamente

diferentes segundo o teste de Tukey com p<0,05 e N=3)

Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Gomes et al (2012),

relativamente a espessura da camada epidémica das trés variedades ('Picual’,
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"Cobrangosa’ e "Galega vulgar’). Estes autores verificaram que na cultivar "Galega
vulgar’, a espessura da cuticula era a menor das trés. Este facto podera ter contribuido
para a presenca de maiores teores de calcio nos frutos ja que a cuticula mais fina permitira
uma maior facilidade na passagem do célcio através desta estrutura aquando das
pulverizacdes foliares. Pela observagao da Figura 24, verifica-se que a aplicagdo da dose
dupla de célcio na cultivar 'Galega vulgar’ representou um acréscimo (embora
estatisticamente ndo significativo) relativamente a dose simples, sendo, no entanto, este
acréscimo muito pouco significativo nas outras duas variedades. Estes resultados estao
coerentes com o observado relativamente a area especifica foliar (Figura 25) em que quer
a cultivar "Galega vulgar’ como a cultivar "Picual’ tém uma maior superficie especifica
em compara¢do com a cultivar ‘Cobrangosa’, embora estatisticamente ndo significativa
(Anexo B) o que pode contribuir para uma maior facilidade de entrada do calcio ao nivel
da folha. Estas observagdes vao ao encontro do trabalho de Fageria et al. (2009) que
afirmam que o sucesso da adubacao foliar, entre outros fatores, depende da area especifica

foliar.
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Figura 25 — Area especifica foliar das trés cultivares (Representagdo grafica de intervalos

calculados com 95% de confianca para as médias dos grupos avaliados com N=3).

A aplicagdo da dose dupla, na cultivar ‘Cobrangosa’, ndo mostrou, no teor de
calcio das paredes celulares dos frutos, valores significativamente diferentes da dose
simples. Por outro lado, sendo a cultivar 'Picual’, a variedade que maior espessura

apresenta ao nivel da cuticula, também foi a cultivar que menores teores de calcio
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apresentou ao nivel das paredes celulares. A maior espessura desta estrutura parece
contribuir para dificultar a passagem de calcio através da cuticula. No entanto a aplicagdo
de célcio na dose dupla na cultivar "Picual’ resultou em frutos com maiores teores de
calcio embora nio se observem diferencas significativas (Figura 24).

Segundo Faust (1989), com a formagdo do fruto, a concentracdo em célcio vai
decrescendo, o que, em cultivares com frutos de maior dimensdo, como o caso das
cultivares "Picual’ e "Cobrancgosa’, havera um efeito de dilui¢do superior em comparagao
aos frutos mais pequenos. No entanto, estas relacdes s6 se conseguem constatar se forem
feitos cortes histoldgicos para observar a constituicao dos frutos relativamente ao numero
de células, o que ndo foi realizado neste trabalho.

E importante notar que o nivel de calcio das paredes celulares da testemunha nas
trés cultivares ("Galega vulgar’, 'Picual” e "Cobrangosa’), onde se verificaram os valores
mais elevados foi na cultivar ‘Galega vulgar' o que pode ser observado na Figura 24. E
de referir ainda que o teor de calcio quantificado nas paredes celulares, neste trabalho, ¢
ligeiramente inferior ao observado por Caeiro em 2020, (Tabela 2), principalmente nos
frutos sujeitos a dose dupla (Tabela 2). No entanto, a remog¢ao da gordura da amostra e a
extracdo das paredes celulares foram efetuadas seguindo um protocolo diferente do

referido por Caeiro (2020), o que pode justificar estas diferencas.

Tabela 2 — Miligrama (mg) de célcio por grama (g) de parede celular na polpa da azeitona da

cultivar ‘Galega vulgar’ em amostras colhidas em 3 datas (Caeiro, 2020).

Controlo Dose Normal Dose Dupla
1* Fase 6.12 7.33 9.93
2" Fase 6.88 7.63 10.21
3 Fase 6.32 7.44 10.03

Concluimos assim, que a cultivar "Galega vulgar’ tem mais célcio nas paredes
celulares dos frutos em todos os tratamentos que as outras duas variedades em estudo, o
que pode justificar também a menor suscetibilidade relativamente a Colletotrichum. Estes
resultados estdo coerentes com os resultados das infe¢des dos frutos (Figura 23), neste
caso, ¢ a cultivar "Galega vulgar’ que apresentou um menor niamero de infegdes, o que

estd de acordo com os autores Engelsdorf ef al. (2017), que referem que a resisténcia a

45



penetragdo de fungos na parede celular dos frutos, esta dependente das ligagdes pécticas
da parede. A ligacdo do célcio as pectinas da parede celular ira reforcar as ligagcdes das
pectinas entre si nas paredes celulares dos frutos e aumentar a resisténcia a entrada de
fungos para o interior dos frutos. Estes resultados estdo de acordo com os autores Brett &
Waldron, (1996) que referem que o catido calcio tem uma relevancia bastante conhecida
na estabilidade das paredes celulares da epiderme dos frutos, fazendo um refor¢o das
ligagdes das pectinas e dando consisténcia e resisténcia a epiderme dos frutos,
contribuindo também para a menor incidéncia de acidentes fisiologicos. Desta forma, o
calcio contribuiu para o aumento da resisténcia das paredes celulares dos frutos porque
se liga as pectinas.

Verificou-se também que ndo houve diferencgas significativas entre variedades ao
nivel do rendimento das paredes celulares (p=0,54) (Figura 26A), isto &, as trés variedades
neste trabalho tém a mesma percentagem de paredes celulares (AIR) no fruto. De igual
modo entre tratamentos também ndo se observaram diferencas significativas (p=0,72),

(Figura 26B) ao nivel do rendimento das paredes celulares.
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Figura 26 — Rendimento das paredes celulares (g de AIR/100 g de peso fresco): A) entre
variedades; B) entre tratamentos (Representacao grafica de intervalos calculados com 95% de

confianga para as médias dos grupos avaliados com N=3).

Pela observacao da Figura 23, verifica-se que na cultivar "Cobrangosa’ os varios
tratamentos efetuados ndo influenciaram a suscetibilidade desta variedade a infe¢do por
Colletotrichum acutatum, da mesma forma que ndo se observam diferengas significativas
no teor de cdalcio dos frutos entre tratamentos, isto ¢é: ndo houve diferengas na

suscetibilidade a infecdo por Colletotrichum acutatum entre os varios niveis de calcio
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aplicado, o que pode justificar-se pelo facto de a epiderme do fruto ser mais espessa
(Gomes et al., 2012) e o célcio ndo conseguir alojar-se facilmente nas paredes celulares
da epiderme do fruto.

Para a cultivar "Picual’, verificou-se que em todos os tratamentos, o nimero de
frutos infetados, coincidiu com os baixos niveis de célcio observados nas paredes
celulares desta cultivar. Apesar desta cultivar ser referida frequentemente como sendo
menos suscetivel 4 antracnose (Gomes et al., 2012) e de ter a cuticula mais espessa, neste
trabalho verificou-se ser a cultivar mais suscetivel, facto que pode ter resultado das
inoculagdes terem sido efetuadas no mesmo estado de maturacdo para todas as cultivares.
Além deste aspeto, os autores Gouvinhas & Barros (2020), referem que esta cultivar reage
de um modo diferente a aplicagdo foliar de célcio, originando uma diminui¢do da
atividade antioxidante ficando desta forma mais suscetivel aos ataques de Colletotrichum
spp., facto que foi observado neste trabalho. Correlacionando o elevado nimero de frutos
infetados na cultivar "Picual’, os baixos niveis de célcio presentes nas paredes celulares
dos frutos e o efeito verificado nos frutos com origem na adubacdo foliar, estas
justificagdes parecem contribuir, em conjunto, para o maior nimero de frutos infetados

na cultivar "Picual’.
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6. Conclusoes e Perspetivas Futuras

Neste trabalho conseguiu-se quantificar e avaliar o efeito das aplicac¢des de calcio,
durante varios periodos de formagdo do fruto, nas cultivares 'Galega vulgar’,
"Cobrangosa’ e 'Picual’ com o principal objetivo de dificultar a entrada do fungo
Colletotrichum acutatum. Na cultivar “Galega vulgar’, observou-se um menor niimero de
frutos infetados e a0 mesmo tempo maiores teores de célcio nas paredes celulares dos
frutos comparando com as outras duas cultivares em estudo. Este facto vem confirmar o
observado por outros autores em diversos tipos de fruto, de que a aplicagdo faseada de
calcio, durante a formacao do fruto torna a cuticula dos mesmos mais resistente a entrada
de fungos, logo menos suscetivel ao Colletotrichum acutatum, permanecendo a
constituicdo das paredes celulares intactas durante um maior periodo de tempo,
principalmente com a aplicagdo feita na dose dupla.

Pode-se concluir que, apesar do historial da cultivar "Galega vulgar” a apontar
como bastante suscetivel a antracnose, verificou-se que o problema principal esté no facto
de a maturagao do fruto coincidir com a altura em que as condi¢des climatéricas sao mais
favoraveis a infecao por Colletotrichum spp..

A cultivar ‘Galega vulgar” ¢ caraterizada por apresentar cuticula mais fina (Gomes
etal.,2012) e, dessa forma, ¢ das trés cultivares em estudo, a que reage em conformidade
com a adubacgdo foliar, obtendo a maior presenga do catido calcio nas paredes celulares
dos frutos.

Neste trabalho, analisou-se os dados relativos a quantidade de célcio presente nas
paredes celulares e ndo o célcio total, j& que este ultimo ndo ¢ indicador da maior presenga
deste catido nas paredes celulares. E o célcio presente nas paredes celulares que confere
resisténcia a esta estrutura que ¢ importante para atrasar a entrada do fungo
Colletotrichum acutatum nos frutos.

Os fungos, como ¢ de conhecimento geral afetam ndo s6 os olivais, mas a
agricultura em todo o mundo, causando grandes prejuizos a nivel global. Em pleno século
XXI, para o controle de muitos fungos que atacam a cultura do olival, recorre-se a
aplicacdo de cobre, sendo a principal substincia ativa usada para controlar o
Colletotrichum. Atuando o cobre por contacto, a sua aplicacdo de cobre devera ser feita
apenas na fase de infecdo, logo apds a infe¢ao ja estar instalada, o que torna este processo
menos efetivo. Sendo o cobre um produto que atua por contacto apresenta enormes perdas

por lavagem, através da pluviosidade logo depois das aplica¢des. Quer-se com isto dizer,
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que o uso excessivo destes produtos quimicos, tem causado polui¢do no meio ambiente
com grande impacto ao nivel dos len¢dis freaticos, podendo desta forma entrar nas
cadeias alimentares para além de contribuir para o aparecimento de fendémenos de
resisténcia a varios organismos patogénicos.

Tendo em conta todos estes contras da polui¢do ambiental, é necessario pesquisar
outros processos de defesa e prote¢do das plantas, que sejam menos problematicos para
o ambiente e para a saide publica. Nesse contexto, serd importante contribuir para uma
nutri¢do equilibrada das plantas utilizando produtos como neste caso o formiato de célcio
que reforcam as paredes celulares dos frutos e, portanto, podem ser uma alternativa viavel
€ economicamente interessante no combate aos agentes fitopatogénicos.

No futuro seria interessante estender este estudo a outras variedades para perceber
se havera beneficio na utilizagdo deste tipo de produtos no combate a antracnose bem
como avaliar quais as épocas de aplicacdo que serdo mais eficazes para a absor¢ao de

calcio pelo fruto.
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Anexos

Anexo A - Testes pos-hoc de Tukey (p<0,05) para numero de frutos infetados

Tukey HSD tess; variable n® de frutos infetados (estatistica.coletott) Approximate.Prohabilitics for Past Hoe Tesss, Error: Beftween,
Cell.| MS = 95,593 df = 18,000
No.

Variedade Dose {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

28,667 31,333 13,000 | 18,667 17,333 19,667 18,333 4,6667 6,0000

1 Pigual. testemunho 0,999993 | 0,584422 | 0,932754 | 0,876114 | 0,961883 | 0,920526 | 0,127322 | 0,170472
2 Pigual, 12 Dose 0,999993 0,392468 | 0,800007 | 0,708894 | 0,858794 | 0,778399 | 0,068669 | 0,093977
3 Pigual. 2* Dose 0,584422 | 0,392468 0,997988 | 0,999707 | 0,993923 | 0,998695 | 0,975496 | 0,991647
4 Cabrangasa | testemunho | 0,932754 ( 0,800007 | 0,997988 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,708894 | 0,800007
5 Cobransasa | 1* Dose 0,876114 | 0,708894 | 0,999707 | 1,000000 0,999997 | 1,000000 | 0,800007 | 0,876114
6 Caobravgasa | 2°Dose 0,961883 | 0,858794 | 0,993923 | 1,000000 | 0,999997 1,000000 | 0,634801 | 0,732732
7 Galega testemunho | 0,920526 | 0,778399 | 0,998695 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 0,732732 | 0,820667

vulgar
8 Galega 12 Dose 0,127322 | 0,068669 | 0,975496 | 0,708894 | 0,800007 | 0,634801 | 0,732732 1,000000

vulgar
9 Galega 2* Dose 0,170472 | 0,093977 | 0,991647 | 0,800007 | 0,876114 | 0,732732 | 0,820667 | 1,000000

vulgar
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Anexo B — Testes pos-hoc de Tukey (p<0.05) para area especifica foliar

Tukey HSD test; variable SLA (Areas Foliares) Approximate Probabilities for Post Hoc
Tests Error: Between MS = ,40191, df = 17,000

ﬁiﬂ Cultivar 5,6937{ . 5,0135{ . 5,7283{3}
Galega vulgar 0,098503 0,992730
Cobrangosa 0,098503 0,080073
Picual 0,992730 0,080073
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