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Resumo
A cultura da oliveira apresenta uma elevada relevancia econoémica, social, cultural

e ecoldgica em Portugal, sobretudo nas regibes do interior, como Tras-os-Montes, onde
é uma das culturas dominantes. Nestes territorios predominam as explorag6es olivicolas
de sequeiro, pelo que hd uma elevada dependéncia da producdo face as condicdes
climatologicas, normalmente bastante adversas nas estacdes de primavera e verdo. No
contexto das mudancas climéaticas a escala global é esperado um decréscimo da
disponibilidade de &gua e um aumento da temperatura nos periodos de maior
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da oliveira, com importantes consequéncias
negativas na fisiologia, no crescimento, na producdo e na qualidade, o que podera
inviabilizar economicamente esta cultura e contribuir para o éxodo das populagdes que
vivem nestas regides. Surge assim a necessidade de implementar medidas de adaptacéo
que possam minimizar aqueles efeitos. Uma das praticas culturais possiveis seria o
recurso a rega, mas que se apresenta pouco sustentavel e dispendiosa em muitas zonas de
Tras-0s-Montes devido a orografia acidentada da regido, as suas limitagdes naturais em
recursos hidricos e a necessidade de uma distribuicdo hidrica em larga escala. Pelo
exposto, torna-se crucial a adocdo de praticas culturais alternativas que permitam a
adaptacdo das oliveiras a um ambiente em mudanca, de modo a preservar a
sustentabilidade da cultura. Neste contexto, propusemo-nos avaliar o efeito da aplicacdo
foliar de &cido salicilico (SA; 100 uM), uma hormona com uma grande diversidade de
funcBes no metabolismo vegetal, como forma de minimizar os danos em plantas de 3 anos
de idade da cultivar Cobrangosa sujeitas a 3 ciclos de défice hidrico e reidratacdo. No
estudo foram utilizadas metodologias centradas na avaliacdo da fisiologia da oliveira,
incluindo o estado hidrico, as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a e aacumulacao
de biomassa. Os resultados permitiram constatar que a aplicagdo de SA conduziu a uma
melhoria de varios indicadores fisioldgicos no periodo mais critico do stresse, incluindo
aumentos do conteudo relativo em agua e grau de suculéncia das folhas, taxa de
transpiracdo, condutancia estomatica, taxa de transporte de eletrdes, eficiéncia quantica
efetiva do PSII e taxa de fotossintese e diminuigdo da densidade das folhas, fluorescéncia
basal e coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimica. Foi também visivel que alguns
daqueles efeitos positivos permaneciam ativos 7 dias apos o inicio da reidratacdo. Como
corolario, o SA contribuiu para o aumento da acumulagéo de biomassa e da eficiéncia do

uso da &gua ao nivel da planta inteira, pelo que a aplicacdo de acido salicilico poderé ser

\



uma pratica eficaz na reducdo dos efeitos negativos do défice hidrico nos olivais de

sequeiro no contexto das alteragdes climaticas.

Palavras-chave: Acido salicilico, alteragBes climaticas, défice hidrico, Olea europaea
L..
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Abstract

Olive tree has a high economic, social, cultural and ecological relevance in
Portugal, especially in the inland regions, such as Tras-os-Montes, where it is one of the
dominant crops. Olive rainfed orchards predominate in these territories, so there is a high
dependence on the climatic conditions, which are usually quite adverse in the spring and
summer seasons. In the context of global climate change, a decrease in the availability of
water and an increase in temperature during periods of greater vegetative and
reproductive development of the olive tree are expected, with significant negative
consequences on physiology, growth, production and quality, which could economically
cripple this crop and contribute to the exodus of the populations living in these regions.
This raises the need to implement adaptation measures that can minimize these effects.
One of the possible management practices would be the use of irrigation, but it is not very
sustainable and it is expensive in many areas of Tras-os-Montes due to the rugged
landscape of the region, its natural limitations on water resources and the need for a water
distribution in large scale. Therefore, it is crucial to adopt alternative practices that allow
the adaptation of olive trees to a changing environment, in order to preserve the
sustainability of the crop. In this context, we proposed to evaluate the effect of the foliar
application of salicylic acid (SA; 100 uM), a hormone with a great diversity of functions
in plant metabolism, as a way of minimizing damage in 3-year-old plants of Cobrangosa
cultivar subjected to 3 cycles of drought and rehydration. In the study, methodologies
focused on the evaluation of olive tree physiology, including water status, gas exchange,
chlorophyll a fluorescence and biomass accumulation were used. The results showed that
the application of SA led to an improvement in several physiological indicators in the
most critical period of stress, including increases in relative water content and leaf
succulence, transpiration rate, stomatal conductance, electron transport rate, effective
quantum efficiency of PSII and photosynthetic rate and decreases of leaf density, initial
fluorescence and non-photochemical quenching. It was also seen that some of these
positive effects remained active 7 days after the initiation of rehydration. As a corollary,
SA contributed to the increase of biomass and of water use efficiency at the whole-plant
level, so the application of salicylic acid could be an effective practice in reducing the
negative effects of water stress on rainfed olive groves in the context of climate change.

Key-words: Climate change, Olea europaea L., salicilyc acid, water stress.
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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

Nos ultimos anos, a preocupacao sobre a seca e a possibilidade desta estar a
aumentar em frequéncia, severidade e duracdo, bem como o seu impacto na agricultura,
tem crescido a nivel mundial em consequéncia da mudanca climatica (IPCC, 2012,
Sivakumar, 2012; Peterson et al., 2013).

A seca ja tem sido caracterizada como estando inserida na categoria de efeito
progressivo, mas de longo-prazo e cumulativa nas alteracdes climaticas. A seca tem
problemas associados, tais como processos de degradacdo do solo e de desertificacdo,
mudangas nos ecossistemas e fragmentagdo dos habitats, excesso de azoto, eroséo
costeira, entre outros (Glantz, 2004).

A regido mediterranica indicia ser uma regido particularmente sensivel as
alteracdes climaticas. Estima-se que 0 aumento da temperatura, associado a uma reducéo
consideravel da precipitacdo e um aumento da sua variabilidade interanual, seré superior
a média global (Giorgi, 2006). O decréscimo da precipitacdo € justificado pelo aumento
da circulacdo anticiclénica nesta regido (Giorgi e Lionello, 2008).

O crescimento e o desenvolvimento das culturas dependem fortemente das
condigdes climaticas locais. Cada cultura tem requisitos climaticos e ambientais
diferentes para potenciar o0 seu crescimento normal (por exemplo, temperatura, luz,
orientacdo da inclinacdo, fertilidade do solo, disponibilidade de agua, nutrientes). Essas
variaveis podem ser afetadas pelas mudancas climéticas, especialmente a temperatura,
devido ao seu impacto no desenvolvimento da planta (Galén et al., 2001).

O aumento da temperatura leva, na maioria das areas, a uma mudanca no periodo
6timo de crescimento e no padrdo de cultivo das principais espécies agricolas e florestais
(Galanet et al., 2005; Avolio et al., 2008). Espera-se que o aquecimento global afete as
datas de fenologia das plantas, particularmente das oliveiras (Galan et et al., 2005;
Bonofiglio et al., 2008; Garcia-Mozo et al., 2010; Oteroset et al., 2013). Existe uma
tendéncia geral de ocorréncia precoce de eventos fenologicos chave, como a floracéo e
consequentemente o encurtamento das fases de crescimento da cultura (Osborne et al.,
2000; Giannakopouloset et al., 2009; Moriondo et al., 2008, 2010; Garcia-Mozo Et al.,
2010). Este avanco das fases fenologicas é mais evidente nas culturas arboreas do que nas
culturas herbaceas (Garcia-Mozo et al., 2010), resultando em menor tempo para a
acumulacdo de biomassa e para a obtencdo de rendimento (Bindiet et al., 1996).



Um estudo de Gutierrez et al. (2009) mostrou que, em Italia, as areas aptas para o
cultivo de azeitonas deveréo expandir-se e incluir novas zonas em altitudes mais elevadas
no centro de Italia e no norte do pais, mais especificamente no Vale do P6. O aquecimento
do clima pode também aumentar a gama de mosca verde-oliva para o norte. Conclusdes
semelhantes foram relatadas para a regido do Mediterraneo por Ponti et al. (2013). A
oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie sensivel a longos periodos de geada e, embora
seja resistente a escassez de agua, obtém melhores valores de produtividade com a
ocorréncia de precipitacdo ou irrigacdo (Palomo et al., 2002; Moriana et al., 2003; Iniesta
et al., 2009; Palese et al., 2010; Martinez-Cob e Faci, 2010). Deste modo, podemos
assumir que no futuro a producéo olivicola exigira uma maior disponibilidade de agua,
no entanto é muito provavel que a disponibilidade desta Gltima seja cada vez mais
reduzida (Garcia-Ruiz et al., 2011; Milano et al., 2012).

No mundo vegetal, o acido salicilico (SA) é um composto fendlico que influencia
uma ampla gama de processos fisiologicos, em geral muito semelhantes a acdo das
hormonas classicas de plantas (Raskin, 1992; Vicente and Plasencia, 2011). A ativacdo
da resposta de defesa contra agentes patogénicos e a inducdo de resisténcia adquirida séo
as fungdes mais estudadas do SA em plantas (Durner et al., 1997). O papel do SA néo se
cinge as respostas ao stresse bidtico. Este composto também tem um papel ativo na
adaptacdo de plantas a varias condi¢cGes ambientais desfavoraveis, incluindo elevado teor
de salinidade (Sun et al., 2010), frio (Kang e Saltveit, 2002), défice hidrico (Sun et al.,
2009) e 0 excesso de metais pesados (Horvath et al., 2007; Hayat et al., 2010).

O presente estudo pretende avaliar a possivel influéncia que a aplicacdo de acido
salicilico tem no comportamento fisiolégico das oliveiras sujeitas a stresse hidrico. Este
trabalho versa sobre parametros de analise da fisiologia vegetal da oliveira, tais como

anatomia foliar, biomassa, teor de agua, trocas gasosas, fluorescéncia e seus descritivos.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Caracterizagdo da espécie Olea europaea L.

1.1. Enquadramento taxondémico

A espécie utilizada no presente estudo, Olea europaea L. pertence a classe
Magnolopsida. Dentro desta classe, a Olea europaea L. insere-se na subclasse Asteridae
e, subsequentemente na ordem Serophulariales (Bohm et al., 2013). No que a familia diz
respeito, a oliveira pertence a Oleaceae cujas espécies se caracterizam por serem
lenhosas, possuirem folhas isentas de estipulas, simples ou compostas, por terem flores
de pequenas dimensdes, hermafroditas, com dois estames e ovarios superos com um
estilete e por terem frutos carnosos com uma a quatro sementes (Lidon et al., 2005).
Dentro da familia Oleaceae inclui-se na subfamilia Oleoideae, cuja tribo se designa
Oleceae/Oleae que agrega 30 géneros dentro dos quais esta integrado o género Olea L.
que agrupa 600 espécies sendo, portanto, uma delas a Olea europaea L. Por sua vez, a
Olea europaea L. divide-se na Olea europaea sylvestris, comumente designada por
zambujeiro e que traduz a oliveira no seu estado selvagem e na Olea europaea sativa que
corresponde a oliveira na sua forma cultivada ou, se preferirmos, domesticada. Esta
ultima possui 46 cromossomas na forma dipldide, tendo em termos reprodutivos de intra
e inter fertilidade (Béhm et al., 2013).

Quadro 1. Classificagéo botanica da cultura

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Super-divisao Spermatophyta
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Scrophulariales
Familia Oleaceae

Tribo Oleacaea
Género Olea L.

Espécie Olea europaea L.
Subespécie Olea europaea L. ssp. Sativa Hoffm. Et Link (=Olea

europaea L. ssp. Europaea)
(Fonte: Adaptado de USDA — Plants database, 2014 e G. Bartolini & R. Petruccelli - 2002)




1.2. Origem e historia da espécie

A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta perene (FAO Report, 2012), é de
crescimento lento, tolerante ao stresse hidrico e de grande durabilidade, normalmente
com uma esperanca média de vida superior a 500 anos (Moazzo, 1992; Zohary and Hopf,
2000; Riley, 2002).

O cultivo da oliveira é originario da zona do vale do rio Jorddo na area do
Mediterraneo Oriental (Zohary and Spiegel-Roy, 1975) e a sua histéria tdo longa quanto
a historia da civilizacdo ocidental (Forbes and Foxhall, 1978; Oliveira et al., 2002), sendo,
provavelmente, a planta nativa mais antiga cultivada nessa regido (Connor, 2005) e uma
das culturas mais antigas existentes na atualidade (Bohm et al., 2013).

Os vestigios mais antigos da oliveira sdo folhas fossilizadas encontradas na ilha
de Santorini no arquipélago Argean, que datam de ha 50000-60000 anos (Valavanis,
2004; Velitzelos and Velitzelos, 2005). Os registos arqueoldgicos da existéncia da espécie
olivicola remontam a 37000 anos antes de Cristo, na Era do Paleolitico e do Neolitico,
localizados nas ilhas Santorini na Grécia (Therios, 2005b).

A bibliografia concede dados distintos acerca da dispersdo e domesticacdo da
espécie da oliveira, sendo que Connor e Fereres (2005) defendem que desde 4000 - 3000
anos a.C. até a atualidade, a exploracdo olivicola foi introduzida no Sul de Africa,
Austrdlia, Japdo e China (I0C, 2015). Ja por si, Bordman (1976) e Terral et al. (2004)
sustentaram que, de acordo com registos arqueoldgicos, a espécie Olea europaea foi
inicialmente cultivada em 2500 anos a.C. na Siria e na Creta, tendo o seu cultivo
expandindo-se para muitas outras regides do globo, destacando-se o Egipto, Franca,
Peninsula Ibéria, lIsrael, Italia, Libano, Marrocos, Tunisia, Chile, Caraibas, Peru,
Argentina, Brasil, México, Califérnia, China, Australia e Africa.

Acredita-se que 0 antecessor botanico da Olea europaea L. seja um grupo de
oliveiras selvagens, tradicionalmente intituladas de oliveiras oleaster. Em vastas areas da
provincia mediterranica, as oleasters prosperaram enquanto constituintes das formacdes
do maquis, numa regido climatica que foi definida por Koppen (Koppen, 1923) como o
clima da oliveira (Specht and Moll, 1983).

A oliveira é atualmente reconhecida pela qualidade fitogquimica dos seus frutos e
do azeite que deles se produz. Na verdade, o azeite contém apenas cerca de 14,8% de
gorduras saturadas e 85,2% de gorduras ndo saturadas (Vaughan and Geissler, 1999),

sendo por isto um extraordinario elemento da dieta mediterranica (Roche,et al., 2000).



1.3. Situagdo mundial e nacional

Verificou-se uma expansao mundial do sector do azeite a partir de meados da
década de noventa do século XX. Com efeito, a produgdo média aumentou cerca de
4,6%/ano entre as campanhas de 1994/95 a 2004/05, enquanto a procura internacional de
azeite registou no mesmo periodo um crescimento de 3,5% por ano (MADRP, 2007). O
ressurgimento do interesse do mercado na producdo oleicola foca-se na procura de
produtos de elevada qualidade alimentar e na garantia da sustentabilidade econdémica de
producédo (10C, 2007).

No contexto nacional, em 2014 a producdo de azeite registou 67 mil toneladas,
apresentando um decréscimo de 21,2% em relagdo a 2013. Em 2014 o consumo de azeite
foi de 75 mil toneladas, o que terd correspondido a um consumo per capita de azeite de
7,2 kg por habitante (INE, 2015). Em 2015 a producdo de azeite atingiu um maximo
historico, o terceiro maior registo nacional dos ultimos 100 anos, atingindo 1,19 milhdes
de hectolitros. Para este excelente resultado é indubitavel a contribui¢éo dos novos olivais
em modo de producdo intensivo e superintensivos, instalados maioritariamente no
Alentejo, com sistemas de rega instalados e com variedades mais produtivas e de maior
qualidade (INE, 2015).

1.4. Desenvolvimento e descricdo morfoldgica

A Olea europaea L. é a Unica espécie da familia Oleaceae, cujo fruto é comestivel
(Garcia, 2005). A planta caracteriza-se pelo seu porte arboreo, tem folha persistente e
coreécia na pagina superior e esbranquicada na pagina inferior. A polinizacao é anemofila
e muitas variedades sdo autoferteis. As flores sdo brancas e os frutos sdo negros (Lidon
et al., 2005).

A oliveira, enquanto exemplar na longevidade com registos de arvores cultivadas
e ainda em produgdo com 300 a 400 anos de vida, demonstra uma rusticidade que Ihe
permite sobreviver em condi¢des de baixa fertilidade e aridez extrema, no entanto,
quando lhe séo proporcionadas 6timas condi¢Oes de dgua e nutrientes, a produtividade é
significativamente incrementada (Garcia, 2005). Esta rusticidade deveu-se ao
desenvolvimento de um conjunto de mecanismos de adaptacdo para sobreviver sob as
condicdes extremas de aridez comuns na regido Mediterranica (Moreno et al, 1996, Gucci
et al, 1997). As suas folhas expandem-se durante trés meses, no decorrer da Primavera e

sdo substituidas apds um periodo de vida de dois anos (Diamantoglou and Mitrakos, 1981;



Benavente-Garcia et al., 2002); um segundo periodo de crescimento ocorre no Outono
(Rhizopoulou et al., 1991).

A capacidade da oliveira para suportar a desidratacdo é limitada por uma elevada
resisténcia interna difusa que se deve ao denso aglomerar de células do mesoéfilo (Giono
et al., 1999; Bacelar et al., 2004). Uma camada de escamas peltadas na pagina abaxial
foliar pode proteger as folhas da radiacéo excessiva e limitar as trocas gasosas das folhas.
Relativamente a perda de &gua, estas escamas criam uma barreira rica em vapor de agua
que acaba por limitar a transpiracdo (Fahn, A., 1986; Rhizopoulou and Mitrakos, 1990;
Karabourniotis et al., 1994; Proietti et al., 1997).

A Olea europaea L. inclui mais de 2600 variedades (I. Therios, 2009) das quais

destacamos a Cobrancosa por ter sido objeto do nosso estudo.

Variedade Cobrancosa

A Cobrangosa esta disseminada por Tréas-os-Montes, Ribatejo, Beira Alta e
Alentejo, ¢ uma variedade incluida nas DOP “Azeites de Tras-0s-Montes”, “Azeites da
Beira Alta”, “Azeites do Norte Alentejano” e “Azeites do Alentejo Interior”. Atualmente
é utilizada para a producéo de azeite e para conserva em verde.

A variedade Cobrangosa €, em termos morfol6gicos, uma arvore vigorosa e de
porte aberto. As suas folhas caracterizam-se pela largura e comprimento medianos, pela
forma eliptico-lanceolada e pela curvatura do limbo plana. Possui normalmente 18 a 25
flores por inflorescéncia e o comprimento destas Gltimas é curto. A forma do fruto é, por
norma, ovoide e assimétrica. Esta cultivar distingue-se pela sua produtividade regular a

elevada e pela sua tolerancia ao frio e aos solos calcérios (Cordeiro et al., 2009).

2. AS ALTERACOES CLIMATICAS
2.1. Aspetos gerais

As alteracOes climaticas entendem-se por mudancas do clima nas quais se verifica
uma alteracdo anormal da composicdo da atmosfera global sendo esta superior a
variabilidade climatica natural registada em periodos de tempo comparaveis. A origem
desta mudanca € atribuida directa ou indirectamente & atividade humana, de accordo com
a UNFCCC (Caceres, 2017).

As alteracGes climaticas sé@o assim uma realidade que ja esta a afetar 0 nosso
planeta, especialmente a regido Mediterranica (Giorgi, 2006). As preocupacOes
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debrucadas sobre o tema das alteraces climaticas ja& nos acompanham desde o século
passado, questionando-se as atividades humanas que inadvertidamente contribuem para
a mudanga do clima da Terra. Com efeito, a emisséo crescente de gases com efeito de
estufa, sobretudo de didxido de carbono, tém contribuido para o aumento global da
temperatura do planeta (Houghton et al., 1990). O IPCC relatou um aumento esperado da
temperatura média global de 0,3 °C por década e pode atingir aproximadamente 1 e 3 °C
acima do valor presente em 2025 e 2100, respetivamente (IPCC, 2014).

E esperado que as mudangas climaticas, juntamente com a crescente concentragio
de CO», tenham impactos extensivos nos ecossistemas e na produgdo agricola, com
consequéncias associadas a disponibilidade e distribuicdo de &gua, a ocorréncia de pragas
e doencas e ao desenvolvimento socioeconémico geral. Provavelmente, as variaveis mais
afetadas serdo a duracdo dos estados fenoldgicos, a evapotranspiracdo das culturas, as
necessidades de irrigacdo e o crescimento e producédo de biomassa (Osborne et al., 2000;
Pereira e De Melo-Abreu, 2009; Quiroga e Iglesias, 2009).

As previsOes realizadas sobre as alteracdes climaticas na Europa exibem uma
notavel maior probabilidade de aumento de fendmenos climaticos extremos com
capacidade disruptiva. O aumento das cheias e da erosdo costeira sera fruto da subida do
nivel médio das dguas do mar e do aumento da precipitacdo extrema. No sector agricola,
mais seguramente para o Sul da Europa, estdo previstos 0 aumento da temperatura e do
periodo de elevadas temperaturas, a reducdo da humidade e do periodo seco, o que fard
disparar o risco dos incéndios florestais. A agua, em perda crescente, ird existir em cada
vez menos quantidade e qualidade, o que afetara o regadio agricola, tornando-o mais caro
e de pior qualidade (LPN, 2014). A seca tem suscitado uma preocupacao crescente a nivel
mundial, estando previsto 0 seu aumento na periodicidade, severidade e durabilidade, o
que retrata um panorama de ocorréncias climaticas extremas (Sivakumar, 2012; Peterson
et al., 2013). A temperatura é também um fator afetado pelas alteragcdes climaticas,
resultado do forcamento radiativo climatico estimulado pelo aumento da concentracao
atmosférica de didxido de carbono (Schimel et al., 1996). Prevé-se que este aumento da
concentracdo de dioxido de carbono na atmosfera resulte num expressivo impacto direto

na fisiologia e estrutura da vegetacdo da regido Mediterrénica (Osborne et al., 2000).



2.2. Mecanismos de resisténcia da oliveira ao stresse hidrico

A oliveira pode sobreviver a periodos prolongados de seca através de diversos
mecanismos de adaptacdo morfoldgica, fisioldgica e bioquimica presentes em toda a
estrutura da planta, desde as folhas até ao sistema radicular (Orgaz e Fereres, 1997;
Moriana et al., 2003; Jorge Bohm et al, 2013).

E possivel cultivar a oliveira em sequeiro a valores pluviométricos nunca
inferiores a 400 ou 500 mm anuais (Garcia, 2005). Dependendo da localizacdo e das
caracteristicas do olival, tém-se registado valores da evapotranspiracao da cultura (Etc)
na ordem dos 560 a 1020 mm por ano. Estes valores dizem respeito a bacia Mediterranica
onde a evapotranspiracdo potencial (ETo) estd na ordem dos 1000 a 1400 mm por ano
(Fernandez e Moreno, 1999, Testi et al., 2006).

A oliveira é uma espécie muito eficiente no uso da agua. A titulo demonstrativo
pode afirmar-se que, ao contrario de outras espécies perenes como as Citrus e as Prunus,
a oliveira necessita apenas de 312 g de &gua para produzir 1 g de matéria seca, enquanto
que as restantes necessitam de 400 e 500 g de agua respetivamente para produzir a mesma
quantidade de matéria seca (Therios, 2009). Aparte desta peculiaridade da oliveira,
acresce-se o facto desta cultura, quando sujeita a situacOes severas, se adaptar através
dum controlo estoméatico muito eficiente (Giorio et al., 1999), garantindo um estado
hidrico das plantas adequado e essencial para o crescimento continuo (Bosabalidis e
Kofidis 2002; Athar e Ashraf, 2005; Ben Ahmed et al.2007).

Enquanto espécie tipicamente mediterranica, a oliveira possui um nivel elevado
de resisténcia a seca e a outros stresses ambientais (Bongi e Long, 1987; Connor e Fereres,
2005; Bacelar et al, 2007). No entanto, em algumas condic¢Oes extremas, a reducéo
artificial dos fatores abidticos “stressantes”, como por exemplo a reducdo da radiacdo
excessiva pode aliviar as limitacGes ndo estomaticas da fotossintese em plantas em stresse
hidrico, confirmando a hipotese da sombra atenuar os efeitos do défice hidrico e da
radiacdo excessiva (Sofo et al., 2009).

As oliveiras mantém uma elevada taxa de fotossintese durante longos periodos de
stresse (Dichio et al., 2004). Uma taxa fotossintética mais elevada sob o efeito do défice
hidrico é um fator decisivo para uma melhor tolerancia ao défice hidrico em cultivares de
oliveira (Bacelar et al., 2007). A menor expansdo foliar € também determinante na
capacidade fotossintética, na medida em que contribui para menor superficie foliar

exposta a perder agua por transpiracdo (Marchi et al., 2007). Além de variaveis



fisioldgicas e ambientais, diversos fatores endogenos (sinais hidraulicos e quimicos)
parecem contribuir para um controlo mais apertado da condutancia estomatica em
oliveiras (Jones, 1998; Moriana et al., 2002). Para além dos efeitos estomaticos, a fixacéo
fotossintética de CO2 pode ser limitada de forma mais direta por fatores ndo estomaticos,
como restricdes bioguimicas (Lawlor e Cornic, 2002, Munns e Tester, 2008). Esta
limitacdo provoca a sobre reducéo da cadeia de electrdes fotossintéticos. O dano gerado
no aparelho fotossintético deve-se principalmente a um desequilibrio entre a captura de
luz e o respetivo uso. As medicBes de fluorescéncia de clorofila podem fornecer
informacBes Uteis sobre a integridade do aparelho fotossintético e revelar danos
potencialmente induzidos pelo stresse hidrico no PSII (Genty et al. 1989; Angelopoulos
et al. 1996; Maxwell and Johnson 2000).

2.3. Efeitos fisioldgicos da falta de agua na oliveira

Os efeitos fisiologicos do stresse hidrico na oliveira levam desde logo a mudangas
no estado hidrico das folhas e no metabolismo da assimilacéo de carbono (Wang et al.,
2003). Especificamente, o ajustamento osmotico (Dichio et al, 2006), a reducao de trocas
gasosas (Moriana et al, 2002), a regulacdo de algumas enzimas antioxidantes (Sofo et al,
2005), o surgimento de alteragdes anatémicas na folha (Chartzoulakis et al, 1999) e ainda
a capacidade de extracdo de dgua do solo gracas a um sistema radicular profundo e a um
gradiente potencial hidrico elevado (Fernandez et al, 1997) sdo alguns dos mecanismos
de resisténcia que as plantas desencadeiam para se adaptarem a essa condicdo. Porém, a
regulacdo apertada do controlo estomatico implica reducdo da taxa fotossintética liquida
e consequentemente do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da planta
(Chartzoulakis et al, 1999).

Estudos em oliveiras submetidas a secura revelam ainda que este stresse provoca
nas plantas taxas de crescimento relativamente mais baixas. Em geral, as relagdes hidricas
sdo debilitadas. Consequentemente, os principais parametros de trocas gasosas foliares
(gs e E), bem como o conteddo em pigmentos fotossintéticos (clorofila a+b e
carotenoides) decrescem significativamente. Boussadia et al. (2008) estudaram a resposta
de duas cultivares de oliveira, cv. Koroneki e Meski, ao défice hidrico, verificando que a
reducdo da condicéo hidrica da planta foi seguida da reducdo da condutancia estomatica
e, por sua vez, da taxa de assimilagéo liquida de CO». Boyer et al. (1987), para além

dessas limitacGes, ditas ndo estomaticas, realcaram também as limitagdes que ocorrem



nos préprios cloroplastos, como a inibicao da fotoquimica priméria e a perda de eficacia
do transporte de eletrbes nos tilacoides, como as principais causas da inativacdo da
atividade fotossintética.

A oliveira tem sido apontada como um indicador sensivel das alteracdes
climaticas, quer em termos fenoldgicos, quer em termos fisiologicos e morfoldgicos
(Osborne et al., 2000). A folha € o 6rgdo vegetal que, comparativamente ao caule e as
raizes, mais reage as condi¢Ges ambientais (Nevo et al., 2000). Estudos desenvolvidos
por Bacelar et al. (2004) enaltecem que as variedades de oliveiras que revelam maior
esclerofilia, nomeadamente maior densidade de tecido foliar e cuticulas e camadas de
tricomas mais espessas, sao as que estdo melhor adaptadas as condi¢bes de maior restricdo
hidrica. Ao mesmo tempo, as mudancas na elasticidade da parede celular podem também
contribuir para a manutencdo da turgescéncia sob condi¢des de seca (Patakas e Noitsakis,
1999). As alteracdes das caracteristicas anatomicas das folhas modificam positivamente
0s componentes de difusdo do CO> desde os espagos intercelulares até ao estroma dos
cloroplastos, contribuindo para a manutencdo das taxas fotossintéticas apesar da baixa
condutancia estomatica (Chartzoulakis et al., 1999; Evans e Loreto, 2000). Boughalleb e
Hajlaoui (2011) verificaram em duas variedades de oliveiras, cv Zalmati e Chemlali, que
0 stresse hidrico causou um declinio acentuado na capacidade fotossintética e na
fluorescéncia da clorofila. A taxa fotossintética liquida, a condutancia estomatica, a taxa
de transpiracdo e a eficiéncia fotoquimica maxima de PSII (Fv/Fm) diminuiram a medida
que o stresse hidrico aumentava. Além disso, as condicdes de défice hidrico reduziram a
clorofila foliar e o contetdo de carotenoides especialmente em condicBes de stresse
hidrico severo.

A disponibilidade de 4gua afeta também o desenvolvimento geral e a composi¢do
das azeitonas induzindo ligeiras alteragcdes no sabor do azeite resultante (d'Andria et al.,
2009, Gomez-Rico et al., 2009, Martinelli et al., 2012a, b). Tem sido dada particular
atencdo as mudangas nos nutracéuticos, tais como os fendis, que estdo presentes como
uma mistura complexa nas azeitonas e no azeite (Patumi et al., 2002, de Gomez-Rico et
al., Martinelli e Tonutti, 2012) e caracterizada por propriedades antioxidantes, anti-
aterogénicas e anti-cancerigenas (Hashim et al., 2008; Llorente-Cortes et al., 2010).
Embora o teor fendlico nas azeitonas possa variar de acordo com o genotipo, as azeitonas
colhidas de oliveiras irrigadas em geral manifestam uma menor acumulacdo de fendis
totais (Tovar et al., 2001, Martinelli et al., 2012a, b).
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2.4. Uso de substancias exdgenas para aumentar a resisténcia da oliveira ao stresse

hidrico: o acido salicilico

O é&cido salicilico (SA) ou &cido 2-hidroxibenzoico (Dempsey et al., 2011) é uma
hormona natural de natureza fendlica. Em geral, atua como molécula sinalizadora,
induzindo na planta varias respostas de defesa contra stresses bidticos e abioticos, tais
como radiacdo ultravioleta, seca, temperaturas extremas, metais pesados e patogénicos
(Senaratna et al. 2000, Ananieva et al. 2004, Mahdavian et al. 2008, Wen et al. 2008, Guo
etal. 2009, Mutlu et al. 2009a, Fu et al. 2011, Hao et al. 2011, Kadioglu et al. 2011, Mutlu
and Atici 2013, Saruhan et al. 2012, Song et al. 2012).

O écido salicilico além de atuar como molécula sinalizadora, também regula a
biogénese dos cloroplastos (Uzunova e Popova, 2000), atividade fotossintética
(Fariduddin et al., 2003), gravitropismo (Medvedev e Markova, 1991) e inibicdo da
maturacdo do fruto (Srivastava e Dwivedi, 2000). Naturalmente as plantas, quando
sujeitas a condicbes de stresse, induzem a biossintese de um nivel elevado de SA,
contribuindo para a ativacdo de varios outros compostos de defesa (Davies, 2004). No
que aos efeitos do aumento da biomassa e da maior capacidade de reproducdo de varias
espécies diz respeito, estes devem-se a acdo de concentracdes mais baixas de SA. Dessas
espécies podem enumerar-se como exemplos a cenoura (Eraslan et al., 2007; Hayat and
Ahmad, 2007), o trigo (Arfan et al., 2007), o milho (Amin et al., 2013), a papaia (Hayat
and Ahmad, 2007), a pimenta verde (Elwan and EI-Hamahmy, 2009), a cevada (Hayat et
al., 2010) e o manjericdo e manjerona (Gharib, 2013). A inducdo de uma melhor taxa
fotossintética registou-se nas espécies de feijao e tomate (Senaratna et al., 2000; Szepesi
et al., 2009).

De acordo com Kissoudis et al. (2014), a maior parte das respostas das plantas ao
SA sdo reguladas por hormonas vegetais que nunca atuam isoladamente. Wang e Irving
(2011) constataram que esta interagdo sinérgica ou antagonica leva a alteragdes nas
respostas bioldgicas, visando a manutencdo ou incremento da toleréncia da planta ao
stresse hidrico. Quantificar e monitorizar o efeito acumulado das intera¢cbes hormonais
da planta pode, assim, elucidar sobre as vias de inducéo do acido salicilico e decifrar seu
papel no desempenho da planta. Além disso, nem sempre as respostas das plantas séo
correlacionadas com sucesso com o conteddo hormonal total dos tecidos e o

conhecimento da localizagdo precisa das fito hormonas dentro dos compartimentos
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celulares aumentaria a compreensdo acerca do seu modo de acdo e do seu envolvimento
nas respostas das plantas (Pastor et al. 1999).

A aplicagdo exdgena de SA tem sido considerada uma solugéo de curto prazo para
melhorar os efeitos adversos do défice hidrico nas plantas (Singh e Usha 2003). Porém,
0 modo preciso de acdo deste regulador permanece incerto (Hayat et al., 2010), sobretudo
em culturas arb6reas como a oliveira. Existem varios registos cientificos que associam o
papel do acido salicilico nas plantas a resposta a stresses abi6ticos, como a seca a titulo
de exemplo (Singh and Usha 2003; Bandurska and Stroinski 2005; Hayat et al. 2008). No
desempenho deste papel, ocorre uma “modelagdo” dos principais processos metabolicos
e fisioldgicos da planta pela mesma, em resposta & complexa rede de sinalizagao do acido
salicilico (Jesus et al., 2015).

Em geral, este composto exerce influéncia sobre a fotossintese, sendo capaz de
aumentar a taxa de assimilagéo liquida de CO: e a area foliar da planta (Khan et al., 2003)
e de promover o crescimento e o rendimento das plantas (Arfan et al., 2007). Quando
sujeitas a um pré-tratamento com acido salicilico, as plantas sujeitas a stresse hidrico
apresentam um melhor conteddo relativo de dgua, bem como um melhor potencial hidrico
foliar, uma menor perda de eletrélitos e um menor nivel de peroxidacao lipidica (Hayat
et al., 2008; Yazdanpanah et al. 2011). A acumulacédo de acido salicilico pode influenciar
varios antioxidantes enzimaticos, as quantidades e o estado redox do ascorbato e da
glutationa em plantas expostas a varios stresses bioticos e abidticos (Chen et al. 1997;
Fodor et al. 1997; Rao et al. 1997; Dat et al. 1998a). Estudos prévios indicam que o acido
salicilico provoca a inibicdo da atividade do CAT (Sanchez-Casas and Klessig, 1994) e
da melhoria dos niveis de H.O (Rao et al. 1997), e assim resulta numa peroxidacdo
lipidica pesada e num dano oxidativo (Rao et al. 1997). E sugerido num estudo realizado
com folhas de cevada cv. Hulless Tibetano que um maior teor de H.O> apds o tratamento
com acido salicilico pode induzir a producéo de mais radicais hidroxilo sob stresse hidrico
e niveis baixos de proteinas (Sun et al., 2005).

Os registos de Borsani et al. (2001) demonstraram que o &cido salicilico ndo é
capaz de induzir a tolerancia aos stresses abioticos em todos os tipos de plantas e que a
eficacia do acido salicilico em induzir tolerancia ao stresse depende do tipo da espécie da
planta. Um aspeto importante que foi possivel relatar prende-se com a relagéo entre a
maioria dos stresses abioticos regulados pelo acido salicilico nas plantas e as respostas
anti oxidativas, o que sugere que o &cido salicilico, enquanto uma molécula interna

sinalizadora, interage com a via do sinal ROS. O acido salicilico induz a sintese de
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proteinas cinases, que desempenham um papel importante na regulacdo da divisdo

celular, diferenciacdo e morfogénese (Zang e Liu, 2001; EI-Tayeb 2005).
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CAPITULO Il - MATERIAL E METODOS

Localizacéo geografica, material vegetal e condicGes experimentais

A parte experimental foi realizada no Campus da Universidade de Tras-0s-Montes
e Alto Douro (latitude 41°17'17.65"N, longitude 7°44'12.53"W e altitude 449m), situado
no concelho de Vila Real. A experiéncia decorreu durante 67 dias, com inicio em Julho e
término no final do primeiro decanato de Setembro. A temperatura média mensal no
periodo do ensaio foi inferior a temperatura média do periodo 1981-2010 em 0,9, 1,0 e
1,6 °C nos meses de julho, agosto e setembro, respetivamente. A precipitacdo acumulada
durante o periodo experimental foi de 29,7 mm, praticamente concentrada durante 0 més
de Julho (29,3 mm), um valor bastante superior ao da normal climatolégica (17,1 mm).

Utilizou-se como material vegetal plantas de oliveira (Olea europaea L. cv.
Cobrangosa), com trés anos de idade, cultivadas em vasos de 20 dm?. Os vasos foram
revestidos com filme de plastico e papel de aluminio para diminuir a evaporacdo da
superficie do solo e reduzir a temperatura dentro do mesmo, bem como para evitar a
entrada de agua de precipitacéo.

As plantas, com caracteristicas idénticas de altura e area foliar, foram divididas
em dois grupos de 12 individuos: o primeiro grupo foi pulverizado com agua destilada e
foi submetido a 3 ciclos sucessivos de défice hidrico, por excluséo de rega, seguido por
um periodo de recuperacdo. A duracdo do periodo de défice hidrico nos 2 primeiros ciclos
foi imposta pelas condi¢des climaticas (eventos de precipitacdo), enquanto que o terceiro
ciclo de défice hidrico terminou quando a condutancia estomatica para o vapor de agua
(gs) a0 meio-dia solar desceu abaixo de 50 mmol m2 s (WS); O segundo grupo de plantas
foi pulverizado com 0,1 mM de &cido salicilico e mantido nas mesmas condi¢des de WS
(SA2). Entre cada ciclo de défice hidrico, as plantas WS e SA2 foram regadas
diariamente, até a capacidade de campo, até a fotossintese liquida (A) ter sido restaurada
para valores proximos dos encontrados em plantas continuamente colocadas a capacidade
de campo (plantas ndo inseridas no presente trabalho). O volume de agua necessario para
atingir a capacidade do campo foi determinado gravimetricamente em cada vaso. O 1°
ciclo de défice hidrico/recuperacdo teve a duracdo de 12-6 dias, 0 2° 9-3 dias e 0 3° 21-
16 dias. A disposicdo espacial dos vasos foi alterada semanalmente para minimizar os
efeitos decorrentes da variacdo das condi¢des experimentais.

Cada grupo de 12 individuos foi dividido em dois subgrupos de 6 plantas, (i) um

foi destinado para analises fisiologicas periddicas e o segundo (ii) manteve-se intacto ao
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longo da experiéncia, sendo destinado a analise de acumulacdo de biomassa e avaliacéo
de indicadores de crescimento. Todas as medidas fisiologicas, detalhadas em baixo, foram
realizadas em 6 folhas adultas de cada tratamento. Os dados apresentados foram obtidos
em 3 periodos do 3° ciclo de défice hidrico/recuperacgéo: 15 e 21 dias ap6s a exclusdo da

rega, e 7 dias ap0s a recuperacdo com rega diaria até a capacidade de campo.

Avaliacao da producédo de biomassa e indices de crescimento
No presente estudo procedeu-se a analise da acumulacdo de biomassa por

amostragem destrutiva das plantas no fim do periodo experimental e posterior
determinacdo do respetivo peso seco. O peso seco foi determinado numa balanca de
precisdo, apos secagem do material em estufa com extracdo forcada de ar, a 70 °C, até
peso constante. A area foliar das plantas foi avaliada com o sistema de analise de imagem
WInDIAS (Delta-T Devices Ltd., Inglaterra). No inicio da experiéncia foi efetuada uma
andlise destrutiva de 6 plantas para permitir o calculo da taxa média de assimilacdo
aparente (NAR).

A partir dos elementos primarios (biomassa e area foliar) foi calculada a NAR que
define a eficiéncia da producdo liquida do aparelho assimilatério, ou seja, a taxa de

aumento de peso seco em funcdo da area foliar, mediante a expressao:
NAR (gm-2dial) = (Wip-Wa)/(t2-t1).(1/ AF )
em que:

(Wu, Wr = peso seco total da planta no inicio e no fim do periodo experimental,

respetivamente; (t-t1) = nimero de dias do periodo experimental; AF = area foliar média

no periodo de tempo considerado).

Indices de esclerofilia e estado hidrico

Para o estudo dos parametros de esclerofilia e estado hidrico, as amostras foliares,
retiradas de uma posicao similar nas arvores, foram imediatamente colocadas em copos
hermeticamente fechados de modo a evitar perdas por transpiracdo. No laboratorio foram
examinados os seguintes parametros: area foliar (LA, cm?), utilizando um medidor de
area foliar de bancada ligado a um computador com o sistema de analise de imagem
WInDIAS (Delta-T Devices Ltd., Inglaterra); peso fresco (FM; g); peso turgido (TM; g),
medido depois da imersao dos peciolos foliares em agua destilada por 48 horas, as escuras

a uma temperatura de 4 °C; e peso seco (DM; g), medido depois das folhas serem
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desidratadas numa estufa a 70 °C até atingirem um peso constante. Posteriormente, foram
calculados os indices de esclerofilia: massa por unidade de superficie foliar (LMA =
DM/LA; g m?) e densidade do tecido foliar (D = (DM/FM) x 1000; g kgt). Para as
mesmas folhas foram também calculados os indices de estado hidrico: conteudo relativo
em agua (RWC = (FM — DM)/(TM — DM) x100; %), contetdo em agua com as folhas
saturadas (H20 sat. = (TM — FM)/DM; g H20 g* DM) e suculéncia (S = (FM — DM)/LA;
mg H.0 cm).

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A medicdo das trocas gasosas foi feita usando um analisador de gas por
infravermelhos (IRGA LCpro+, Hoddesdon, UK), em modo diferencial e em circuito
aberto. As medicGes foram efetuadas em dois periodos do dia (manha e meio-dia solar),
em dias de céu limpo sob condi¢des ambientais e de irradiancia natural, em folhas adultas
e bem expostas. O célculo da taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs),
taxa de transpiracdo (E) e a razdo da concentracdo do CO; intercelular e atmosférico
(CilCy), foi feito a partir das equagbes desenvolvidas por von Caemmerer e Farquhar
(1981). A eficiéncia intrinseca do uso da agua foi calculada a partir da razdo A/gs.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram medidos in situ, nas mesmas
folhadas usadas para a determinacdo das trocas gasosas, com um fluorimetro PAM (FMS
2, Hansatech Instruments, Norfolk, England), como descrito por Oquist e Wass (1988).
Em folhas expostas a luz, aumentou-se a luz actinica de um fluxo de fotGes de 300 para
1500 umol m2s~t. Depois de 20 segundos de exposicdo a cada irradiancia, foi medida a
fluorescéncia no equilibrio (Fs) por 2,5 segundos, seguindo-se uma exposicao a luz
saturada (15000 pmol m=2s™) por 0,7 segundos para calcular o F’m. Para determinar o
F’o ensombrou-se a amostra de folhas por 5 segundos com uma fonte de luz vermelho-
longinquo. Estes parametros foram usados para determinar o “quenching” fotoquimico
(qP = (F’m-Fs)/(F’m-F’0), 0 “quenching” nao-fotoquimico (QN=1- F’\/F), e 0 rendimento
quantico efectivo do PSII (®psii =AF/F’m = (F’m-Fs)/F’m) (Bilger e Schreiber, 1986; Genty
et al. 1989). A taxa de transferéncia de eletrdes (ETR = (AF/F’m) X PPFD x 0.5 x 0.84)
foi calculada de acordo com Krall e Edwards (1993). Para a determinacgéo da eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (PSII; Fv/Fm), uma parte das folhas foi adaptada
ao escuro durante 30 minutos. Depois deste periodo, mediu-se a fluorescéncia basal (Fo)

quando todos os centros de reacdo do PSII estavam abertos, usando um pulso de luz de
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baixa intensidade. A fluorescéncia maxima (Fm) foi medida quando todos os centros de
reacdo do PSII estavam fechados durante um pulso de luz saturada (pulso de 0,7 s de
15000 pmol photons m2 st de luz branca). A diferenca entre estes dois niveis (Fm-Fo),

da-nos a fluorescéncia variavel (F).

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita usando a anélise de variancia a um fator
no programa SuperANOVA (Abacus Concepts Inc., USA). Para a comparagdo de medias
utilizou-se o teste de Tukey (P< 0,05).
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a Figura 1, verifica-se que a biomassa média total acumulada por
planta foi consideravelmente superior nas oliveiras sujeitas a tratamento com acido
salicilico do que nas plantas usadas como testemunha. Estes efeitos positivos do SA foram
também verificados em outras espécies e condi¢cBes ambientais (Singh e Usha, 2003;
Esteves, 2011; Martel e Qaderi, 2016).

A produgdo primaria estd dependente da radiagdo intercetada pelos Orgdos
fotossintéticos durante a estacéo cultural, sendo esta funcéo da area foliar e da duracdo da
area foliar, e do balanco entre a eficiéncia da conversao dessa radiacdo em biomassa e as
perdas respiratorias, o qual pode ser inferido, com alguma aproximacao, pela NAR, uma
medida da eficiéncia da producdo liquida do aparelho assimilatério (Correia, 2000). No
presente estudo, a maior acumulacdo de biomassa nas plantas sujeitas a acido salicilico
esteve relacionada com o incremento ligeiro, ainda que néo significativo (P=0,147) da
area foliar (Figura 2), o que conduziu a uma menor capacidade de absorcao de radiacédo
solar durante o periodo experimental, e fundamentalmente com o incremento de NAR
(Figura 3), mostrando que a aplicagdo de SA melhorou o balango entre os ganhos obtidos
no processo fotossintético e as perdas verificadas nos processos respiratorios. Um maior
efeito do SA em NAR no que na dimensdo da area foliar foi também verificado em
sobreiros sob défice hidrico (Esteves, 2011). Por outro lado, ndo houve diferencas
significativas na duracdo da area foliar (resultados ndo apresentados).

Sendo a area foliar total por planta uma variavel de extrema importancia na
intercecdo de radiacdo fotossinteticamente ativa, é de referir que a tendéncia para o seu
aumento nas plantas SA esteve associada com a tendéncia (P=0,09) para o aumento da
area de cada folha (Figura 4), e ndo a influéncia do SA no numero de folhas (Figura 5).
A maior dependéncia da area foliar em relagéo a area por folha foi também verificada em

outros estudos (Correia, 2000).
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Figura 1. Biomassa total média por planta sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico (SA2).
Nivel de significancia: * - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05.
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Figura 2. Area total média por planta sob défice hidrico (WS) e com tratamento com écido salicilico (SA2). Nivel de
significancia: ns - ndo significativo.
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Figura 3. Taxa de assimilacéo aparente das plantas sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico
(SA2). Nivel de significancia: * - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05.
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Figura 4. Area média por folha de oliveira sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico (SA2). Nivel

de significancia: ns - ndo significativo.
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Figura 5. Nimero médio de folhas por planta sob défice hidrico (WS) e com tratamento com &cido salicilico (SA2).

Nivel de significancia: ns - ndo significativo.

O aumento de NAR nas plantas que receberam a aplicacdo de SA sugere que 0
SA contribui para a melhoria da atividade fotossintética das plantas em condicbes de
défice hidrico. De facto, pela observacdo da Figura 6 é possivel constatar que as plantas
do tratamento SA apresentam valores de A superiores, particularmente no pico do stresse,
em 25 de agosto, e em especial durante o periodo mais critico do dia para a atividade
fotossintética da oliveira nestas condi¢fes ambientais, 0 meio-dia solar. Assim, podemos
constatar que a aplicacdo de SA contribui para a redugdo da “depressdo” da atividade
fotossintética durante o periodo de maxima irradidncia solar. Resultados positivos da
aplicacdo de AS na taxa de fotossintese liquida foram também obtidos por outros autores
(Khan et al., 2003; Martin-Mex et al., 2003; Shakirova, 2007; Wang et al., 2010; Zhao et
al., 2011). Por outro lado, ¢é ainda evidente que a taxa de fotossintese das plantas SA
permanece superior as plantas controlo uma semana apés o inicio da reidratacdo. A fraca
recuperacdo da atividade fotossintética apds os 7 dias de recuperagdo demonstra que a
recuperacdo de A foi claramente afetada pela duracéo e intensidade do periodo de stresse
a que as plantas estiveram previamente sujeitas, embora as condi¢des climaticas no dia
da avaliacdo das trocas gasosas, nomeadamente a baixa intensidade luminosa, também

tenha contribuido (dados néo apresentados).
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Figura 6. Taxa de fotossintese liquida durante a manha (em cima) e ao meio-dia solar (em baixo) em folhas de oliveira
sob défice hidrico (WS) e com tratamento com &cido salicilico (SA2) obtidos durante o 3° ciclo de défice
hidrico/recuperacdo: 15 (19 agosto) e 21 dias (25 agosto) apds a exclusdo da rega e 7 dias (1 setembro) apds a
recuperacdo. Niveis de significancia: + - Estatisticamente significativo para 0,05 <P<0,1;* - Estatisticamente
significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05; ;** - Estatisticamente significativo para um nivel de
probabilidade de P < 0,01.

A melhoria do comportamento fotossintético das plantas tratadas com SA,
apresentado anteriormente, esta fortemente associada com a diminuicdo das limitacdes
estomaticas, a atestar pelo aumento da condutancia estomatica (Figura 7). Esta resposta
encontra-se em concordancia com a melhoria do estado hidrico nas plantas SA, a atestar
pelos valores superiores de RWC e grau de suculéncia das folhas, particularmente notéria
no pico do 3° ciclo de stresse (Quadro 2). Néao tendo existido modificacfes relevantes na
estrutura das folhas no final da experiéncia, atendendo a semelhanca dos valores de LMA
(Figura 8), podemos levantar como hipdteses para o melhor estado hidrico das plantas SA
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a maior capacidade de absorcdo/transporte de agua e/ou a maior capacidade de
ajustamento osmotico. Estudos posteriores poderdo dar resposta a estas hipdteses. Em
qualquer caso, foi evidente uma modificacéo estrutural das folhas das plantas testemunha
ao longo da experiéncia como se demonstra pela variacdo da densidade das folhas
(Quadro 2). Com efeito, verificou-se um claro aumento da densidade no pico do défice
hidrico que foi posteriormente revertido com a reidrata¢éo. De acordo com Witkowiski e
Lamont (1991), as variacdes na densidade foliar podem ser o resultado de diferengas na
espessura e densidade da cuticula e paredes celulares, inclusdes nas células (gréos de
amido, cristais), na proporc¢édo de espacos intercelulares, no nimero e arranjo de células
do mesdfilo clorofilino, na presenca de escleritos e dimensdo dos feixes vasculares. As
folhas com maior densidade estdo mais aptas a sobreviver a um periodo de seca severa
devido a uma maior resisténcia aos danos fisicos causados pela dessecacdo (Mediavilla
etal., 2001). As folhas com alta densidade sdo ainda mecanicamente mais estaveis do que
as folhas de baixa densidade, e isso pode ser decisivo para o seu maior periodo de vida
(Niinemets, 2001). Portanto, a auséncia de variagdes na densidade das folhas nas plantas
SA ao longo do periodo de défice hidrico pode ser entendido como o resultado de essas
plantas se encontrarem em melhor estado fisiol6gico, ndo necessitando de investir tanto
em mecanismos protetores. Acrescente-se que 0 investimento em mecanismos protetores
implica o desvio de importantes recursos energéticos que poderiam estar a ser canalizados

para o crescimento/acumulacao de biomassa.

A ligacdo entre a componente estrutural e o estado hidrico foi também aferida pelo
contetdo de agua com as folhas saturadas (Quadro 2). Abd-El-Rahman e colaboradores
(1966) encontraram, em condi¢Bes mediterranicas, valores de 1,59 g H20 g* pm em
oliveira e valores bem superiores em figueira e videira (5,77 e 5,85 g H20 g pwm,
respetivamente). Neste estudo encontramos valores ainda inferiores, nomeadamente nas
plantas controlo no pico do stresse, o que traduz uma boa capacidade da oliveira para
sobreviver em ambientes aridos. O maior valor nas plantas SA no periodo experimental
mais critico demonstra, mais uma vez, que essas plantas se encontravam em melhor

estado funcional.

Os efeitos da maior condutancia estomatica nas plantas SA fez-se também sentir
no aumento da taxa de transpiracdo (Figura 9), apesar de essa associagdo ndo apresentar

uma correspondéncia perfeita, atendendo a que apenas se verificaram diferencas

23



significativas na taxa de transpiracdo no pico do periodo de stresse e durante o periodo

do meio-dia solar, quando o VPD atinge valores mais elevados que durante a manha.
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Figura 7. Condutancia estomatica durante a manha (em cima) e ao meio-dia solar (em baixo) em folhas de oliveira sob
défice hidrico (WS) e com tratamento com 4cido salicilico (SA2) obtidos durante o 3° ciclo de défice
hidrico/recuperacdo: 15 (19 agosto) e 21 dias (25 agosto) apds a exclusdo da rega e 7 dias (1 setembro) apds a
recuperacdo. Niveis de significAncia: ns - ndo significativo; * - Estatisticamente significativo para um nivel de
probabilidade de P < 0,05; ;** - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,01; ;*** -

Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,001.
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Figura 8. Massa foliar por unidade de area (LMA) em oliveiras sob défice hidrico (WS) e com tratamento com &cido

salicilico (SA2). Nivel de significancia: ns - ndo significativo.

Quadro 2 Conteldo relativo em agua (RWC), contelido em &gua com as folhas saturadas (H20 sat.), suculéncia e
densidade das folhas de oliveira sob défice hidrico (WS) e com tratamento com &cido salicilico (SA2) obtidos durante
0 3° ciclo de défice hidrico/recuperagdo: 15 e 21 dias apés a exclusdo da rega e 7 dias ap6s a recuperacdo. Médias com
letras diferentes, em cada data, sdo significativamente diferentes a P< 0,05.

15 dias 21 dias 7 dias
RWC (%) SA2 91,0 87,0a 96,8
WS 84,9 64,7 b 93,7
H,O sat. SA2 1,334 1,350 a 1,221
(99g"DW)  “Wws 1,385 1,269 b 1,236
Suculéncia SA2 27,9 274 a 26,3 a
(mg cm) WS 25,5 18,1b 24,0 b
Densidade SA2 451,8 461,6 b 458,7
(g kg™ WS 460,2 549,2 a 464,0
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Figura 9 Taxa de transpiracdo foliar durante a manha (em cima) e ao meio-dia solar (em baixo) em folhas de oliveira
sob défice hidrico (WS) e com tratamento com &cido salicilico (SA2) obtidos durante o 3° ciclo de défice
hidrico/recuperacdo: 15 (19 agosto) e 21 dias (25 agosto) apds a exclusdo da rega e 7 dias (1 setembro) apds a
recuperacdo. Niveis de significancia: ns - ndo significativo; * - Estatisticamente significativo para um nivel de

probabilidade de P < 0,05; ;** - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,01.

A andlise conjunta da taxa de fotossintese liquida e da condutancia estomatica
permite inferir que a eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) diminuiu nas plantas SA
na 1% data de amostragem apresentada, durante o periodo da manha (Figura 10), mas ndo
se alterou significativamente nas outras datas e periodos do dia. Estes resultados dao
pleno suporte & existéncia de limitacdes estométicas durante a fase inicial do stresse e
durante a manhd, o periodo menos critico para a fotossintese da oliveira. Normalmente,
em condicOes de défice hidrico suave a moderado, a eficiéncia intrinseca do uso da agua
tende a aumentar (Bacelar et al., 2012). Por outro lado, os resultados de A/gs nos outros
periodos configuram a existéncia de outras limitacfes para a atividade fotossintética,
particularmente mais evidentes nas plantas testemunha durante o periodo do meio dia-
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solar. Com efeito, é notdria a clara tendéncia para a diminuicao de A/gs da manha para a
tarde nas plantas testemunha, enquanto nas plantas SA a tendéncia € de sinal contrério,
denotando que as plantas SA se encontram num estado de stresse menos severo.
Diminuicdo de A/gs em condigdes de stresse severo foram igualmente verificados por
Bacelar et al. (2012).
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Figura 10. Eficiéncia intrinseca do uso da agua durante a manha (em cima) e ao meio-dia solar (em baixo) em folhas
de oliveira sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico (SA2) obtidos durante o 3° ciclo de défice
hidrico/recuperacdo: 15 (19 agosto) e 21 dias (25 agosto) apds a exclusdo da rega e 7 dias (1 setembro) apds a
recuperacdo. Niveis de significancia: ns - ndo significativo; * - Estatisticamente significativo para um nivel de
probabilidade de P < 0,05.
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A reducdo na condutancia estomatica associada ao padrdo comportamental da
razdo Ci/C, apresentada na Figura 11 comprova que 0s componentes ndo estomaticos
desempenham um papel importante na limitagdo da fotossintese quando as plantas s&o
submetidas a condicdes de défice de dgua prolongado, nomeadamente durante o pico do
stresse e com maior evidéncia durante o periodo do meio-dia solar. No entanto, com a
comportamento daquelas variaveis é possivel admitir que as plantas SA estdo também
sujeitas a menores limitagdes ndo estomaticas. Dentre as limitacbes mesofilicas
possivelmente envolvidas destacam-se as alteracdes nas reacdes fotoquimicas do PSII, no

transporte de eletrdes e nas reacdes de carboxilacdo (Bacelar, 2007).
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Figura 11 Razdo entre a concentragdo intercelular de didxido de carbono e a concentracdo atmosférica durante a manha
(em cima) e ao meio-dia solar (em baixo) em folhas de oliveira sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido
salicilico (SA2) obtidos durante o 3° ciclo de défice hidrico/recuperacdo: 15 (19 agosto) e 21 dias (25 agosto) apos a
exclusdo da rega e 7 dias (1 setembro) ap6s a recuperagdo. Niveis de significancia: ns - ndo significativo; * -
Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05.
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A existéncia de maiores limitacbes ndo estomaticas nas plantas testemunha €
confirmada pela analise da fluorescéncia da clorofila. Apesar de ndo serem detetadas
diferencas nas reagdes fotoquimicas da fotossintese no 1° dia de amostragem reportado
neste trabalho, nem no periodo pos reidratacéo (resultados ndo apresentados), no periodo
mais critico de défice hidrico sdo visiveis efeitos em algumas das variaveis da
fluorescéncia da clorofila. Com efeito, as plantas testemunha apresentavam, num dos
periodos amostrados, reduces significativas dos valores de ®PSII (Figura 12) e na taxa
de transporte de eletrdes (Figura 13) e aumento substancial de gN (Figura 14) em relagéo
as plantas SA. Por outro lado, ha uma tendéncia para a diminuicdo de Fv/Fm (Figura 15)
e aumento da fluorescéncia basal (Figura 16), ndo se alterando o coeficiente de dissipagdo
fotoquimica (Figura 17). Torna-se, assim, claro que as plantas SA apresentardo
mecanismos de defesa mais eficientes contra o défice hidrico, possibilitando uma melhor

performance do fotossistema Il e um menor grau de fotoinibicao.

A tendéncia para a diminuicdo de F./Fm esteve associada a um aumento da
fluorescéncia minima (Fo). O nivel da fluorescéncia minima € afetado por stresses
ambientais que causam alteracfes estruturais nos niveis de pigmentos e na estrutura no
PSII ou quando a transferéncia dos pigmentos antena para os centros de reacdo € impedida
(Bolharnordenkampe et al., 1989). Também Varone et al. (2012) referem que a taxa de
transporte de eletr6es sofre uma diminui¢do durante o stresse hidrico. Do mesmo modo,
Baguedano e Castillo (2006) chegaram a resultados semelhantes aos obtidos neste estudo,
salientando que a queda na eficiéncia quéantica efetiva do PSII (®PSII) foi explicada pelo
decréscimo simultaneo da dissipacdo fotoquimica (qP) e da eficiéncia fotoquimica dos
centros de reagdo abertos do PSII (F’v/F’m), estando também associado com o aumento
da eficiéncia ndo fotoquimica (qN). No presente caso, apesar de ndo haver alteracdes
significativas em gP e em F’v/F’m (resultados ndo apresentados), a diminuicéo
significativa de ®PSII resulta do somatorio de efeitos negativos ligeiros em ambas as
varidveis. Por sua vez, o aumento de gN nas plantas testemunha, conjugado com a
variacdo das outras variaveis apresentadas, mostra que o aumento da dissipacdo de
energia na forma térmica, mecanismo protetor envolvendo o ciclo das xantofilas, ndo foi

suficiente para evitar a existéncia de problemas no funcionamento do fotossistema I1.
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Figura 12 Eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII em folhas de oliveira durante a manha (em cima) e ao meio-dia solar
(em baixo) em oliveiras sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico (SA2) obtidos no ultimo dia do
3° ciclo de défice hidrico/recuperagdo: 25 agosto apds a excluséo da rega durante 21 dias. Niveis de significancia: ns -
ndo significativo; * - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05.

30



400

350

*
300
250
200
150 e —————— R
25/ago
HWS HSA2
220
200
180
160
140
120
100
25/ago
HWS HSA2

Figura 13 Taxa de transporte de eletrdes (umol e- m-2 s-1) em folhas de oliveira durante a manha (em cima) e ao meio-
dia solar (em baixo) em oliveiras sob défice hidrico (WS) e com tratamento com &cido salicilico (SA2) obtidos no
ultimo dia do 3° ciclo de défice hidrico/ recuperagdo: 25 agosto apds a exclusdo da rega durante 21 dias. Niveis de

significancia: ns - ndo significativo; * - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05.
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Figura 14 Coeficiente de dissipagdo ndo fotoquimica em folhas de oliveira durante a manha (em cima) e ao meio-dia
solar (em baixo) em oliveiras sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico (SA2) obtidos no ultimo
dia do 3°ciclo de défice hidrico/ recuperagdo: 25 agosto apés a exclusdo da rega durante 21 dias. Niveis de significancia:

ns - ndo significativo; * - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05.
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Figura 15 Eficiéncia fotoquimica maxima do PSII em folhas de oliveira durante a manh& (em cima) e ao meio-dia solar
(em baixo) em oliveiras sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico (SA2) obtidos no ultimo dia do
3° ciclo de défice hidrico/recuperagdo: 25 agosto apds a excluséo da rega durante 21 dias. Niveis de significancia: ns -

ndo significativo; + - Estatisticamente significativo para 0,05 <P<0,1.
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Figura 16 Fluorescéncia basal durante a manhad (em cima) e ao meio-dia solar (em baixo) em folhas de oliveira sob
défice hidrico (WS) e com tratamento com 4&cido salicilico (SA2) obtidos no Ultimo dia do 3° ciclo de défice
hidrico/recuperacéo: 25 agosto apos a exclusdo da rega durante 21 dias. Niveis de significancia: ns - ndo significativo;

+ - Estatisticamente significativo para 0,05 <P<0,1.
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Figura 17 Coeficiente de dissipacdo fotoquimica (qP) em folhas de oliveira durante a manha (em cima) e ao meio-dia
solar (em baixo) em oliveiras sob défice hidrico (WS) e com tratamento com acido salicilico (SA2) obtidos no ultimo
dia do 3°ciclo de défice hidrico/recuperacao: 25 agosto apds a exclusdo da rega durante 21 dias. Niveis de significancia.:

ns - ndo significativo.

No presente trabalho, para além da eficiéncia intrinseca do uso da agua, uma
variavel fisioldgica caracterizadora da eficiéncia ao nivel da folha avaliada, avaliamos
também a eficiéncia do uso da agua ao nivel da planta inteira, uma variavel mais ampla,
com profundo impacto agronémico, que representa a biomassa acumulada em fun¢éo da
agua utilizada no processo. Como se pode constatar na Figura 18, a aplicacdo de SA
promoveu um aumento substancial (2x) da eficiéncia do uso da agua, o que se reveste de

inegavel interesse pratico em agronomia. Como ndo se detetaram reducdo das perdas de
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agua por transpiracdo, aquele aumento podera ter estado relacionado com menores gastos
respiratorios em crescimento e manutencdo e, decididamente, com a maior atividade
fotossintética, em resultado de maior &rea foliar e de maior capacidade fotossintética por

unidade de area foliar.
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Figura 18 . Eficiéncia do uso da gua de oliveiras sob défice hidrico (WS) e com tratamento com 4cido salicilico (SA2).
Nivel de significancia: * - Estatisticamente significativo para um nivel de probabilidade de P < 0,05.
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CAPITULO V - CONCLUSOES

Dos resultados obtidos neste estudo com oliveiras jovens cultivadas em vasos podem

extrair-se as seguintes conclusoes:

A aplicacdo de é&cido salicilico 100 pM contribuiu para a diminuicdo da
sensibilidade da oliveira ao défice hidrico imposto em 3 ciclos de défice hidrico, tendo
sido mediada pela melhoria de vérios indicadores fisioldgicos, incluindo aumentos do
contetdo relativo em &gua e grau de suculéncia das folhas, taxa de transpiracao,
condutancia estomatica, taxa de transporte de eletrdes, eficiéncia quantica efetiva do PSII
e taxa de fotossintese e diminuicdo da densidade das folhas, fluorescéncia basal e

coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimica.

Os efeitos positivos da aplicacdo de SA permaneceram visiveis 7 dias apos o inicio
da reidratagé&o.

A aplicacdo de SA contribuiu para o aumento da acumulagdo de biomassa e da
eficiéncia do uso da agua ao nivel da planta inteira, pelo que a sua aplicacdo podera ser
uma pratica eficaz na reducdo dos efeitos negativos do défice hidrico nos olivais de

sequeiro no contexto das alteragdes climaticas.

Fica em aberto a possibilidade de induzir maior protecdo da oliveira atraves da
selecdo da concentracdo, do nimero e do momento mais adequado para a aplicacdo de
acido salicilico.
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